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(57) Abstract: The invention relates to a-amylases which are derived from a-amylases of the bacteria species Bacillus amylolique- 
faciens and Bacillus licheniformis, enabling the washing and cleaning peroformance of corresponding detergent and cleaning agents 
to be increased. The invention also relates to detergents and cleaning agents comprising said hybrid enzymes; and to methods for 
VjJ cleaning textiles or hard surfaces; using said proteins or corresponding agents and to the use of said proteins or corresponding agents 
^ for cleaning textiles or hard surfaces. The invention further relates to a method for improving the performance of detergents and 
cleaning agents, wherein hybrid amylases of a-amylases of bacteria species B. amyloliquefaciens and B. licheniformis are formed 
1^ and the corresponding agents are added. 

m 

2 ( 57 ) Zusammenfassung: Hybride a-Amylasen, die von den a-Amylasen der Bakterienspezies/toc/7/us amyloliquefaciens und Ba- 
cillus licheniformis abgeleitet sind, vermogen die Wasch-, beziehungsweise Reinigungsleistung entsprechender Wasch- beziehungs- 
weise Reinigungsmittel zu steigem. Die vorliegende Anmeldung stellt Wasch- und Reinigungsmittel mit solchen Hybridenzymen 

^2 zur Verfugung. Ausserdem betrifft sie Verfahren zur Reinigung von Textilien oder harten Oberflachen unter Beteiligung soicher 
Proteine oder entsprechender Mittel und die Verwendung soicher Proteine oder entsprechender Mitte) zur Reinigung von Textilien 

Q oder harten Oberflachen. Sie betrifft femer ein Verfahren, um Wasch- und Reinigungsmittel in ihrer Leistung zu verbessem, indem 
Hybrid-Amylasen der a-Amylasen der Bakterienspezies B. amyloliquefaciens und B. licheniformis gebildet und den betreffenden 
Mitteln zugegeben werden. 
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Wasch- und Reinigungsmittel mit Hybrid-Alpha-Amylasen 

Die vorliegende Erfindung betrifft Wasch- und Reinigungsmittel mit hybriden a- 
Amylasen, die von den a-Amylasen der Bakterienspezies Bacillus amyloliquefaciens und 
Bacillus licheniformis abgeleitet sind, Verfahren zur Reinigung von Textilien Oder harten 
Oberflachen unter Beteiligung solcher Proteine Oder entsprechender Mittel und die 
Verwendung solcher Proteine Oder entsprechender Mittel zur Reinigung von Textilien 
oder harten Oberflachen. Sie betrifft ferner ein Verfahren, urn Wasch- und 
Reinigungsmittel in ihrer Leistung zu verbessern, indem Hybrid-Amylasen der a- 
Amylasen der Bakterienspezies B. amyloliquefaciens und B. licheniformis gebildet und 
den betreffenden Mitteln zugegeben werden. 

a-Amylasen (E.C. 3.2.1.1) hydrolysieren interne a-1 ,4-glycosidische Bindungen von 
StSrke und starkeahnlichen Polymeren, wie beispielsweise Amylose, Amylopektin oder 
Glykogen, unter Bildung von Dextrinen und p-1,6-verzweigten Oligosacchariden. Sie 
gehoren zu den wichtigsten industriell genutzten Enzymen uberhaupt. Dies aus zwei 
Grunden: Denn zum einen werden sie von Mikroorganismen in das umgebende Medium 
abgegeben, so daB sie durch Fermentation und Aufreinigung aus dem Kulturmedium mit 
vergleichsweise geringem Aufwand in industriellem MaBstab gewonnen werden konnen. 
Zum anderen werden Amylasen fur ein breites Anwendungsspektrum benotigt. 

Eine wichtige technische Verwendung von a-Amylase ist ihr Einsatz als aktive 
Komponente in Wasch- und Reinigungsmitteln. Ihr Beitrag zur Wasch-, beziehungsweis 
Reinigungsleistung des betreffenden Mittels ist der Abbau von starkehaltig n 
Anschmutzungen. Die Hydrolyseprodukte werden von den ubrigen Wasch- oder 
Reinigungsmittel-Bestandteilen angegriffen, gelost, emulgiert oder suspendiert oder 
aufgrund ihrer hSheren Loslichkeit mit der Waschflotte ausgeschwemmt, so da& s 
giinstigenfalls zu Synergieeffekten zwischen dem Enzym und den ubrigen Bestandteilen 
di ser Mittel kommt. 
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Es findet eine intensive Suche nach a-Amylase aus natOrlichen Quell n statt. die sich fur 
den Einsatz in Wasch- und Reinigungsmitteln ignen kdnnten. Identifiriert wurden 
starkespalt nde Enzyme beispielsweise aus Pimelobacter, Pseudomonas und Thermus 
fur die Lebensmittelherstellung. Kosmetik und Pharmaka (EP 636693), ebensolche aus 
Rhizobium, Arthrobacter, Brevibacterium und Micrococcus (EP 628630), aus Pyrococcus 
(WO 94/19454) und Sulfolobus zur Starkeverflussigung bei hohen Temperaturen, 
beziehungsweise stark sauren Reaktionsbedingungen (EP 727485 und WO 96/02633). 
Fur den Einsatz bei alkalischen pH-Werten sind Amylasen aus Bacillus sp. 
(WO 95/26397 und WO 97/00324) gefunden worden. Wegen ihrer geringen 
Empfindlichkeit gegenOber Detergenzien eignen sich andere Amylasen aus 
verschiedenen Bacilli (EP 670367) zur Verwendung in Wasch- oder Reinigungsmitt In. 
Und die Amylase aus Thermoalcalibacter (WO 98/13481) ist weitgehend unempfindlich 
gegenuber Calcium-lonen, so daB sie von vornherein gute Voraussetzungen fur di 
Verwendung in Waschmittein aufweist. 



Eine in Wasch- und Reinigungsmitteln haufig eingesetzte a-Amylase ist die aus Bacillus 
licheniformis. Das entsprechende Produkt der Fa. Novozymes A/S. Bagsvaerd, 
Danemark, beispielsweise, tragt den Handelsnamen Termamyl*; von der Fa. Genencor 
Int., Rochester, New York, USA, heiBt es Purastar®. Die von B. amyloliquefaciens 
gebildete, und beispielsweise gemSB US 1227374 durch B. subtiiis fermentativ 
herstellbare a-Amylase wird von Novozymes A/S unter dem Namen BAN® vertrieben. 
Die Sequenzen der a-Amylasen aus B. licheniformis, B. amyloliquefaciens sowie die der 
a-Amylase aus B. stearothermophilus werden beispielsweise in der Anmeldung 
WO 96/23874 angegeben. 

Diese Amylase-MolekOle, beziehungsweise deren nahen Verwandte, sind in zahlreichen 
Erfindungen, insbesondere uber molekularbiologische Modifikationen weiterentwickelt 
worden, urn sie in Hinblick auf spezifische Anwendungen, insbesondere ihrer 
Verwendung in Wasch- und Reinigungsmitteln hin zu optimieren. Solche Optimierung n 
kdnnen beispielsweise die Substratspezifitaten, die Stabilitat des Enzyms unter 
verschiedenen Bedingungen oder die enzymatische Aktivitat selbst betreffen. 

Ein Prinzip di ser W it rentwicklungen besteht darin, die Eigenschaften durch 
Punktmutationen zu verb ss rn. Beispielsw is aus der Anmeldung WO 96/23873 
gehen fur d n Einsatz in Wasch- und Reinigungsmitteln v rbesserte Varianten von 



WO 03/014358 



PCT/EP02/08391 



3 

solchen a-Amylasen hervor, die ats Wildtypenzyme bekannt waren Oder aus 
Mikroorganismen stamm n, die zuvor als Produzenten von alkalischen Proteasen 
beschrieben worden waren. Beispielsweise das Mutagenese-Verfahren der Anmeldung 
WO 99/20768 fuhrt zu a-Amylase-Varianten, die in Gegenwart von 
Reinigungsmittelbestandteilen besonders stabil sind. Praktisch immer wirkt sich bei 
derartigen Modifikationen eine Anderung einzelner enzymatischer Eigenschaften auch 
auf andere Eigenschaften und auf die Leistung des betreffenden Enzyms aus. Ein 
Beispiel fur ein auf solche Weise erhaltenes, inzwischen kommerziell vermarkt tes 
Optimierungsprodukt ist Duramyl® (WO 94/02597) mit verring rter 
Oxidationsempfindlichkeit (Fa. Novozymes; SOFW-Joumal, 123, (1997), S. 723-731). 

Weitere Beispiele sind: Die Amylasen der Anmeldung WO 99/02702 sind bei hoh r n 
Temperaturen stabiler als das Ausgangsmolekul. Die Enzyme der Anmeldung 
WO 99/2321 1 sind bei hohen pH-Werten, in Gegenwart von Calcium-lonen und b i 
hoheren Temperaturen stabil. Die a-Amylasen der Anmeldung WO 97/43424 zeigen in 
geandertes Calciumionen-Bindungsverhalten und damit geanderte enzymatische 
Eigenschaften. 

Eine andere oder zusStzlich einzusetzede Optimierungsmethode besteht beispielsweis 
in chemischen Modifikationen (DE 4013142). 

Beispielsweise in der Patentanmeldung WO 99/43793 wird ein weiteres Prinzip zur 
Weiterentwicklung bekannter a-Amylasen angewandt. Darin werden 
Sequenzahnlichkeiten zwischen Novamyl® und bekannten Cyclodextringlucano- 
transferasen (CGTasen) ausgenutzt, urn mithilfe molekularbiologischer Technik n 
groliere Molekulteile neu zu kombinieren und somit eine Schar verwandter Molekule zu 
konstruieren. Bei diesen handelt es sich um a-Amylasen mit zusdtzlichen CGTase- 
spezifischen Consensus-Sequenzen (Boxen) und Funktionen oder, umgekehrt, um 
CGTasen mit zusatzlichen fur a-Amylasen typischen Bereichen und Funktionen oder um 
Chimaren beider Molekule. 

In der Anm Idung WO 99/57250 wird ine vergleichbare Methode offenbart, wie 
Waschmitt I nzyme in ihrer Waschl istung gest igert werden konnen. Das dort 
beschriebene Prinzip b st ht darin, daS die betreffenden Enzyme ub r einen nicht- 
Aminosaure-Linker an Cellulose-Bindungsdomanen (CBD) bakteriell n Ursprungs 
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kovalent gebunden werden. Diese sorgen dafilr, daft das Enzym verstarkt auf der 
Oberfiache des Textils wirksam wird. Mit der Schrift WO 99/57252 werden in dieses 
Konzept andere mogliche Linker miteinbezogen, und mit der Schrift WO 99/57254 
andere Enzyme, wie beispielsweise Glykosyl-Transferasen Oder Acyl-Transferasen, die 
entweder unter Bildung eines chimaren Proteins Oder uber die in WO 99/57252 
erwShnten Linker an die CBD gebunden werden. 

Die Notwendigkeit all dieser Weiterentwicklungen der fur den Einsatz in Wasch- und 
Reinigungsmitteln etablierten a-Amylasen ergibt sich beispielsweise aus 
neuentwickelten Inhaltsstoffen, die, wie beispielsweise die Bleichmittel, die jeweilig n 
Bedingupgen drastisch beeinflussen und die Enzyme in ihrer Leistungsfahigkert 
beeintrachtigen. Sie ergibt sich aber auch aus den verschiedenen Reingungszwecken, 
aus den sich Sndernden Gewohnheiten und Anspruchen der Verbraucher, nach denen, 
beispielsweise, ein zunehmender Bedarf nach Waschmitteln fur die Reinigung bei 
niedrigen und mittleren Temperaturen besteht. 

Die Technik zur Herstellung von Fusions- oder Hybridproteinen ist im Stand der Technik 
gut etabliert. So wird beispielsweise in der Anmeldung EP 208491 ein In wVo-Verfahren 
zur Herstellung von Hybridproteinen beschrieben, das darauf beruht, daft die 
zugehorigen DNA-Abschnitte hintereinander in einen Vektor kloniert werden. Darunt r 
sind beispielsweise auch Hybridamylasen, deren N-terminaler Bereich dem der a- 
Amylase aus B. stearothermophilus und deren C-terminaler Bereich dem dera-Amylas 
aus 8. licheniformis entspricht. 

In der Anmeldung WO 96/23874 werden Hybride aus den a-Amylasen aus Bacillus 
licheniformis, B. amyloliquefaciens, B. stearothermophilus und Aspergillus oryzae 
offenbart. Darunter ist konkret eine, deren Aminosauren 1-300 aus dera-Amylase von 
B. amyloliquefaciens und 301-483 aus der a-Amylase von B. licheniformis stammen; 
nach der Terminologie der vorliegenden Anmeldung (siehe unten) kOnnte sie also als 
AL300 bezeichnet werden. Auch eine Variante AL37 wird darin benannt. Solche Hybrid- 
Amylasen kfinnen nach der Lehre dieser Anmeldung zur Ermittlung der 
dreidimensionalen Struktur der Termamyl-ahnlichen Amylasen hergestellt werden, urn 
anhand derer solch Position n zu erkennen, die fQr die nzymatische Aktivitat wichtig 
sind. Diese kOnnen dann durch ortsgerichtete Mutagenes gezi It v rSnd rt und 
entsprechenden Anwendung n zugefuhrt werden. Dementsprechend w rden sowohl 
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einz Ine -Positionen als auch konkrete Austausche fur diese Positioner! b nannt, mit 
denen die enzymatischen Eigenschaften variiert werden konnen. Fur die nicht 
punktmutierten Hybridamylasen selbst werden in dieser Schrifl keine weiteren 
technischen Einsatzmoglichkeiten offenbart. 

Auf diesen Erkenntnissen aufbauend werden weitere, durch Punktmutagenese zu 
erhaltende Varianten sowohl von den Wildtypenzymen als auch von einzelnen 
Hybridamylasen, darunter AL37, auch zum Einsatz in Wasch- und Reinigungsmitteln in 
WO 97/41213 offenbart. 

In der Anmeldung WO 00/60059 werden Varianten offenbart, die hinsichtlich eines 
veranderten Spaltungsmusters am Substrat Starke entwickelt worden sind und sich 
deshalb besonders fur die Starke-Verarbeitung eignen; hierfur sei die Erzeugung von 
langen verzweigten Oligosacchariden vorteilhafter als die von kurzeren verzweigten 
Oligosacchariden. In dieser Schrift werden zahlreiche Punktmutationen sowohl von 
nativen a-Amylasen, als auch von Hybridamylasen, wie beispielsweise AL33 und AL37 
(in ihrer Sequenz identisch) offenbart, die unter anderem auch eine Mutation in der 
Position 412 (nach der Zahlung von B. licheniformis), vorzugsweise T412A, enthalten 
konnen; daneben muB aber mindestens noch eine zweite Mutation in einer d r 
Positionen 13, 48 bis 54, 57, 107, 108, 111, 168 und 197 vorliegen; bevorzugt sind 
Mehrfachmutanten mit noch weiteren Austauschen. 

In keiner der zuletzt genannten drei Schriften werden als Fusionspunkte in d r 
Numerierung nach B. amyloliquefaciens die Positionen 17, 34 (entsprechend 36 in der 
Numerierung nach B. licheniformis), 76, 108, 112, 142, 147, 149, 151, 163, 174, 179, 
185, 191, 198, 207, 231, 234, 244, 256, 263, 276, 431, 84, 99, 429, 201, 19, 433 oder 
153 offenbart. Es werden ebenfalls keine Hybridamylasen mit Sequenzvariationen in den 
Positionen 134 oder 320 (in der ZShlung nach B. Hcheniformis) offenbart, und die 
Offenbarung einer Mutation in Position 412 erfolgte in Kombination mit weiteren 
definierten Variation und im Zusammenhang mit einer speziellen Anderung d r 
enzymatischen Aktivitdt. 

Es stellt sich somit die Aufgabe, Wasch- und Reinigungsmitt I mit neuen oder 
zumeindest fur dies s Einsatzgebi t zuvor noch nicht bekannt n amylolytischen 
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Enzymen zur Verfugung zu stellen, vorzugsweise mit solchen, die bessere Wasch- Oder 
Reinigungsleistungen zeigen als die etablierten a-Amylasen. 

Eine Teilaufgabe bestand darin, Verfahren zur Reinigung von Textilien oder von hart n 
Oberflachen zur Verfugung zu stellen, die durch derartige Amylasen hinsichtlich der 
Wasch-, beziehungsweise Reinigungsleistung verbesserte Ergebnisse aufweisen. 

Eine zweite Teilaufgabe bestand darin, entsprechend leistungsverbesserte 
Verwendungsmoglichkeiten aufzuzeigen. 

Eine dritte Teilaufgabe bestand darin, Verfahren aufzuzeigen, nach denen die Leistung 
eines Wasch- und Reinigungsmittels durch Entwicklung neuer Amylasen verb ssert 
werden kann. 

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung von Hybrid-Proteinen gelost, die Qber 
Fusionierung entsprechend zusammenpassender Teile aus den a-Amylasen aus d n 
Bakterienspezies Bacillus amyloliquefaciens und Bacillus lichenrformis gebildet werden 
konnen. 

Das Oberraschende dieser Losung besteht darin, dad bereits allein durch 
Neukombination der Sequenzen von natiirlichen und lang etablierten a-Amylas n 
leistungsfahigere Wasch-, beziehungsweise Reinigungsmittelamylasen erhalten w rd n 
kdnnen. Diese Hybridamylasen konnen als Ausgangspunkt fur gezielt 
Weiterentwicklungen hinsichtlich dieses Einsatzgebiets dienen. 

Einen Erfindungsgegenstand stellen somit Wasch- oder Reinigungsmittel dar, die 
dadurch gekennzeichnet sind, daB sie ein amylolytisches Hybrid-Protein enthalten, 
dessen Aminosaure-Sequenz in jeweils homologer Lage mindestens eine mehr als in 
Aminosaure umfassende Teilsequenz enthalt, die mit der der a-Amylase aus Bacillus 
amyloliquefaciens identisch ist, und in jeweils homologer Lage mindestens eine mehr als 
eine Aminosaure umfassende Teilsequenz enthalt, die mit der der a-Amylase aus 
Bacillus licheniformis identisch ist. Hierunter sind solche Mittel bevorzugt, bei denen die 
auf die Ausgangsmolekiile zurQckzufuhrenden Teils qu nz n der Hybridamylasen 
lang r als 7, vorzugsweis langer als 14, besond rs bevorzugt 21 bis 462 Aminosauren 
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lang sind und/oder, bet denen das Hybridprotein aus 3 Oder aus 2 entsprechend -den 
Ausgangssequenzen einander erganzenden Teilsequenzen zusammengesetzt ist. 

Bevorzugte Losungen dieser Aufgabe stellen Mittel dar, deren Hybrid-Amylas n 
Fusionspunkte nahe den Positionen 17, 34, 76, 108, 112, 142, 147, 149, 151, 163, 174, 
179, 185, 191, 198, 207, 231, 234, 244, 256, 263, 276, 431, 84, 99, 429, 201, 19, 433 
und 153 gemSB der Numerierung der a-Amylase aus B. amyloliquefaciens (SEQ ID 
NO. 4) aufweisen; und zwar zunehmend bevorzugt innerhalb von Bereichen von 10, 
beziehungsweise 5 Aminosauren vor und nach diesen Positionen, beziehungsweise 
genau an diesen Positionen. Hierunter sind besonders die Hybridamylasen AL17, 
AL108, AL142, AL147, AL149, AL151, AL163, AL174, AL179, AL185, AL191, AL198, 
AL207, AL231, AL234, AL244, AL263, AL276, AL431, ALA17-151, AL*76-151, ALA99- 
429, ALA12-151, ALA1 12-201, LA19 und LA431 bevorzugt. 

Besonders bevorzugte Losungen dieser Aufgabe sind Mittel, deren Hybrid-Amylasen 
Fusionspunkte nahe den Positionen 34, 256, 84, 19 und 153 gemaB der Numerierung 
der a-Amylase aus B. amyloliquefaciens (SEQ ID NO. 4) aufweisen; und zwar 
zunehmend bevorzugt innerhalb von Bereichen von 10, beziehungsweis 5 
Aminosauren vor und nach diesen Positionen, beziehungsweise genau an diesen 
Positionen. Hierunter sind besonders die Hybridamylasen AL34 (SEQ ID NO. 6), AL256 
(SEQ ID NO. 12), ALA34-84 (SEQ ID NO. 14) und LAL19-153 (SEQ ID NO. 18) 
bevorzugt. 

Ganz besonders bevorzugte Losungen dieser Aufgabe sind Mittel, deren Hybrid- 
Amylasen als Teilsequenz die Teilsequenz der Aminosaure-Positionen 19 bis 76 d ra- 
Amylase aus Bacillus amyloliquefaciens (SEQ ID NO. 4) und als weitere Teilsequenz di 
Teilsequenz der AminosSure-Positionen 433 bis 483 der a-Amylase aus Bacillus 
licheniformis (SEQ ID NO. 2) aufweisen. Hierunter sind besonders die Hybrid-Amylas n 
AL76 (SEQ ID NO. 8), AL112 (SEQ ID NO. 10) und LAL19-433 (SEQ ID NO. 16) 
bevorzugt, sowie die MolekQIe, die jeweils mindestens zu 98%, vorzugsweise zu 99%, 
besonders bevorzugt zu 100% mit diesen identisch sind. Hierzu zShlen durch 
Punktmutagenese, beispielsweise durch Substituion einzelner Aminosauren erhaltlich 
Varianten. 
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Weitere Losung n dieser Aufgabe sind Mittel, deren Hybrid-Amylasen jiurch Deletionen 
kurzer, nicht mehr als 5 AminosSuren umfassender Bereiche, Insertionsmutagenese 
od r Derivatisi rung erhalten werden kdnnen Oder eine durch die Hybridbildung 
entstandene antigene Determinate mit den zuvorgenannten Proteinen gem insam 
haben. 

Vorzugsweise enthalten die Wasch- oder Reinigungsmittel di ses 
Erfindungsgegenstands die Hybrid-Amylase in Anteilen von 0,000001 Gewichts-Proz nt 
bis 5Gew.-%, insbesondere 0,00001 bis 3 Gew.-% und/oder weitere Enzyme; sie 
kOnnen in an sich bekannten Darreichungsformen oder Aggregaten oder mehreren 
Phasen vorliegen, oder darin kann die amylolytische Aktivitat eine Funktion fur die 
Freisetzung der Inhaltsstoffe des Mittels erfullen oder selbst kontrolliert sein. 

Eine Losung der Teilaufgabe und somit den zweiten Erfindungsgegenstand bilden 
Verfahren zur Reinigung von Textilien oder von harten Oberflachen, die dadurch 
gekennzeichnet sind, daft in wenigstens einem der Verfahrensschritte eine Hybrid- 
Amylase, beziehungsweise ein Mittel des ersten Erfindungsgegenstands eingesetzt wird. 
Vorzugsweise kommt die Hybrid-Amylase in dem betreffenden Verfahrensschritt in iner 
Menge von 0,01 mg bis 400 mg, vorzugsweise von 0,02 mg bis 200 mg. besond rs 
bevorzugt von 0,02 bis 100 mg pro Anwendung zum Einsatz. 

Eine Losung der zweiten Teilaufgabe und somit den dritten Erfindungsgegenstand bilden 
entsprechende Verwendungsmfiglichkeiten der erfindungsrelevanten Hybrid-Amylasen 
zur Reinigung von Textilien oder von harten Oberflachen oder zur Freisetzung d r 
Inhaltsstoffe entsprechender Mittel; vorzugsweise pro Anwendung in ein r 
Geschirrspulmaschine oder einer Waschmaschine, in einer Menge von 0,01 mg bis 
400 mg, vorzugsweise von 0,02 mg bis 200 mg, besonders bevorzugt von 0,02 bis 
100 mg pro Anwendung zum Einsatz. 

Losungen der dritten Teilaufgabe und einen eigenen Erfindungsgegenstand stellen alle 
Verfahren zur Leistungsverbesserung von Wasch- oder Reinigungsrnitteln dar, die auf 
der Entwicklung von Hybrid-Amylasen beruhen, die ihrerseits durch Fusion von jew ils 
mindestens mehr als eine Aminosaure umfass nde Teilsequenzen dera-Amylasen aus 
Bacillus amyloliquefaciens und Bacillus licheniformis in jeweils homologer Lag zu einer 
amylolytisch wirksamen Hybrid-Amylase fusioni rt und dem Mittel zugegeben w rden. 
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Entsprechend bevorzugt sind jene Losungen, die auf den 2uvor diskutierten Hybrid- 
Amylasen b ruhen, und ganz besonders auf den mit der vorliegenden Anmeldung 
bereitgestellten Sequenzinformationen uber die naturiichen Gene aus 
B. amyloliquefaciens und B. licheniformis (SEQ ID NO. 3 und SEQ ID NO. 1). 

Unter einem Protein ist im Sinne der vorliegenden Anmeldung ein aus den naturiichen 
Aminosauren zusammengesetztes, weitgehend linear aufgebautes, zur Ausubung seiner 
Funktion zumeist dreidimensionale Struktur annehmendes Polymer zu verstehen. In der 
vorliegenden Anmeldung werden die 19 proteinogenen, naturlich vorkommenden L- 
AminosSuren mit den international gebrauchlichen 1- und 3-Buchstaben-Cod s 
bezeichnet. 

Unter einem Enzym ist im Sinne der vorliegenden Anmeldung ein Protein zu verstehen, 
das eine bestimmte biochemische Funktion ausubt. Unter amylolytischen Proteinen od r 
Enzymen mit amylolytischer Funktion sind solche zu verstehen, diea-1,4-glykosidische 
Bindungen von Polysacchariden hydrolysieren, insbesondere solche, die im Inneren der 
Polysaccharide liegen. Sie werden deshalb auch als a-1 ,4-Amylasen (E.C. 3.2.1.1) oder 
kurz: a-Amylasen bezeichnet. 

Zahlreiche Proteine werden als sogenannte Praproteine (Precursor-Proteine), also 
zusammen mit einem Signal- oder Leaderpeptid gebildet. Darunter ist dann der N- 
terminale Teil des Proteins zu verstehen, dessen Funktion zumeist darin besteht, die 
Ausschleusung des gebildeten Proteins aus der produzierenden Zelle in das Periplasma 
oder das umgebende Medium und/oder dessen korrekte Faltung zu gewahrleisten. Fur 
technische Anwendungen, beispielsweise auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung, 
sind demgegenuber aber aufgrund ihrer enzymatischen Aktivitat die maturen Peptid , 
das hei&t die nach ihrer Herstellung prozessierten Enzyme gegeniiber den Praprot inen 
bevorzugt. 

Unter Nukleinsauren sind im Sinne der vorliegenden Anmeldung die naturlicherw is 
aus Nukleotiden aufgebauten als informationstrager dienenden Molekule zu verst hen, 
die fQr die lineare AminosSureabfolge in Proteinen oder Enzymen codi ren. Sie konnen 
als Einzelstrang, als ein zu diesem Einzelstrang komplem ntarer Einzelstrang oder als 
Dopp Istrang voriiegen. Als der naturlicherweise dauerhaftere Informationstrager ist di 
NukleinsSure DNA fur molekularbiologische Arbeiten bevorzugt. DemgegenQber wird fQr 
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die Realisierung der Erfindung in naturlicher Umgebung, wie beispielsweise in iner 
exprimierend n Zelle, eine RNA g bildet. 

Bei DNA sind die Sequenzen beider komplementarer Strange in jeweils alien drei 
mdglichen Leserastern zu beriicksichtigen. Ferner ist zu berucksichtigen, daB 
verschiedene Codon-Triplets fOr dieselben Aminosauren codieren konnen, so da& ine 
bestimmte AminosSure-Abfolge von mehreren unterschiedlichen und moglicherweise nur 
geringe Identitat aufweisenden Nukleotidsequenzen abgeleitet werden kann 
(Degeneriertheit des genetischen Codes). AuBerdem weisen verschied ne 
Organismen Unterschiede im Gebrauch dieser Codons auf. Aus diesen Grunden 
mussen sowohl Aminosauresequenzen als auch Nukleotidsequenzen in die Betrachtung 
des Schutzbereichs einbezogen werden und angegebene Nukleotidsequenzen sind 
jeweils nur als eine beispielhafte Codierung fur eine bestimmte Aminosaurefolge 
anzusehen. 

Die einem Protein entsprechende Informationseinheit wird auch im Sinne der 
vorliegenden Anmeldung als Gen bezeichnet. 

Einem Fachmann ist es uber heutzutage allgemein bekannte Methoden, wie 
beispielsweise die chemische Synthese Oder die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in 
Verbindung mit molekularbiologischen und/oder proteinchemischen Standardmethoden 
moglich, anhand bekannter DNA- und/oder Aminosauresequenzen die entsprechend n 
NukleinsSuren bis hin zu vollstSndigen Genen herzustellen. Derartige Methoden sind 
beispielsweise aus dem „Lexikon der Biochemie", Spektrum Akademischer V rtag t 
Berlin, 1999, Band 1, S. 267-271 und Band 2, S. 227-229, bekannt. 

Anderungen der Nukleotidsequenz, wie sie beispielsweise durch an sich bekannte 
molekularbiologische Methoden herbeigefuhrt werden konnen, werden als Mutation n 
bezeichnet. Je nach Art der Anderung kennt man beispielsweise Deletions-, Insertions- 
oder Substitutionsmutationen Oder solche, bei denen verschiedene Gene oder Teile von 
Genen miteinander fusioniert (shuffling) werden; dies sind Genmutationen. Die 
zugehorigen Organismen werden als Mutanten bezeichnet. Die von mutierten 
Nukleinsauren abg I it ten Proteine werd n als Variant n bezeichnet. So fuhren 
beispi Isw ise Del tions-, Ins rtions- Substitutionsmutationen oder Fusionen zu 
deletions-, insertions- substitutionsmuti rten od r Fusionsgenen und auf Proteineb ne 
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zu entsprechenden Deletions-, Insertions- od r Substitutionsvarianten, beziehungsweise 
Fusionsprotein n. Mutationen werden in der vorliegenden Anmeldung Qber die ublichen 
Einbuchstabencodes angegeben. So handelt es sich bei der Punktmutation T410A, 
beispielsweise, urn einen Austausch in der Position 410 des betreffenden Proteins, bei 
dem die Aminosaure Threonin gegen die Aminosaure Alanin substituiert worden ist. 

Unter Fragmenten werden alle Proteine Oder Peptide verstanden, die kleiner sind als 
naturliche Proteine oder solche, die vollstandig translatierten Genen entsprechen, und 
beispielsweise auch synthetisch erhalten werden konnen. Aufgrund ihrer 
Aminosauresequenzen konnen sie den betreffenden vollstSndigen Proteinen zugeordnet 
werden. Sie konnen beispielsweise gleiche Strukturen annehmen oder amylolytische 
Aktivitaten oder Teilaktivitaten ausiiben, wie beispielsweise die Komplexierung ein s 
Substrats. Fragmente und Deletionsvarianten von Ausgangsproteinen sind prinzipiell 
gleichartig; wahrend Fragmente eher kleinere Bruchstucke darstellen, fehlen den 
Deletionsmutanten eher nur kurze Bereiche, und damit nur einzelne Teilfunktionen. 

Den Fragmenten entsprechen auf Nukleinsaure-Ebene die Teilsequenzen. 

Unter chimaren oder hybriden Proteinen sind im Sinne der vorliegenden Anmeldung 
solche Proteine zu verstehen, die aus Elementen zusammengesetzt sind, die 
naturlicherweise von verschiedenen Polypeptidketten aus demselben Organismus oder 
aus verschiedenen Organismen stammen. Dieses Vorgehen wird auch Shuffling od r 
Fusionsmutagenese genannt. Der Sinn einer solchen Fusion kann beispielsweise darin 
bestehen, mithilfe des heranfusionierten Proteinteils eine bestimmte enzymatisch 
Funktion herbeizufuhren oder zu modifizieren oder zu Enzymen zu gelangen, die in 
irgendeiner Hinsicht verbesserte Eigenschaften aufweisen. 

Unter durch Insertionsmutation erhaltene Proteinen sind solche Varianten zu 
verstehen, die uber an sich bekannte Methoden durch Einfugen eines Nukleinsaur -, 
beziehungsweise Proteinfragments in die Ausgangssequenzen erhalten worden sind. Sie 
sind ihrer prinzipiellen Gleichartigkeit wegen den chimaren Proteinen zuzuordnen. Sie 
unterscheiden sich von jenen lediglich im GroSenverhaitnis des unverand rten 
Proteinteils zur GroRe des g samten Proteins. In solch n ins rtionsmutierten Proteinen 
ist d r Ant il an Fremdprotein geringer als in chimaren Proteinen. 
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Inv rsionsmutagenese, also eine partielle Sequ nzumkehrung, kann als Sond rform 
sowohl der Deletion, als auch der Insertion angesehen werden. Dasselbe gilt fur eine 
von der urspriinglichen Aminosaureabfolge abweichende Neugruppierung verschiedener 
Molekulteile. Sie kann sowohl als Deletionsvariante, als Insertionsvariante, als auch als 
Shuffling-Variante des ursprunglichen Proteins angesehen werden. 

Unter Derivaten werden im Sinne der vorliegenden Anmeldung solche Proteine 
verstanden. deren reine Aminosaurekette chemisch modifiziert worden ist. Solche 
Derivatisierungen konnen beispielswe.se biologisch im Zusammenhang mit der 
Proteinbiosynthese durch den Wirtsorganismus erfolgen. Hierfiir konnen 
molekularbiologische Methoden eingesetzt werden. Sie konnen aber auch chemisch 
durchgefuhrt werden, etwa durch die chemische Umwandlung einer Seitenkette einer 
Aminosaure Oder durch kovalente Bindung einer anderen Verbindung an das Protein. 
Bei solch einer Verbindung kann es sich beispielsweise urn andere Proteine handeln, di 
beispielsweise uber bifunktionelle chemische Verbindungen an erfindungsgemaft 
Proteine gebunden werden. Ebenso ist unter Derivatisierung die kovalente Bindung an 
einen makromolekularen Trager zu verstehen. 

Proteine kSnnen auch uber die Reaktion mit einem Antiserum oder einem bestimmten 
Antikorper zu Gruppen immunologisch verwandter Proteine zusammengefalit werden. 
Die Angehorigen einer Gruppe zeichnen sich dadurch aus, daB sie dieselbe, von ein m 
Antikdrper erkannte antigene Determinante aufweisen. 



Im Sinne der vorliegenden Erfindung werden alle Enzyme, Proteine, Fragmente und 
Derivate, sofem sie nicht explizit als solche angesprochen zu werden brauchen, unter 
dem Oberbegriff Proteine zusammengefaGt. 

Durch Vergleich mit bekannten Enzymen, die beispielsweise in allgemein zuganglich n 
Datenbanken hinterlegt sind, lassen sich aus der Aminosaure- oder Nukleotid-Sequenz 
charakteristische Molekulteile wie beispielsweise Strukturelemente oder die 
enzymatische Aktivitat eines betrachteten Enzyms folgern. 



Solch ein Vergleich geschieht dadurch, daft ahnliche Abfolg n in den Nukl otid- oder 
Aminosaures quenzen der betrachteten Prot in inander zugeordnet werden. Dies 
nennt man Homologisierung. Eine tabellarisch Zuordnung der betreffenden Position n 
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wircl als Alignm nt bezeichnet. Bei der Analyse von Nukleotidsequenzen sind wiederum 
beide komplementaren Strange und jeweils alien drei moglichen Leserastern zu 
berucksichtigen; ebenso die Degeneriertheit des genetischen Codes und die 
organismenspezifische Codon-Usage. Inzwischen werden Alignments uber 
Computerprogramme erstellt, wie beispielsweise durch die Algorithmen FASTA od r 
BLAST; dieses Vorgehen wird beispielsweise von D. J. Lipman und W. R. Pearson 
(1985) in Science, Band 227 , S. 1435-1441 beschrieben. Eine Zusammenstellung aller in 
den verglichenen Sequenzen ubereinstimmenden Positionen wird als Consensus- 
Sequenz bezeichnet. 

Solch ein Vergleich erlaubt auch eine Aussage Qber die Ahnlichkeit oder Homologi der 
verglichenen Sequenzen zueinander. Diese wird in Prozent Identitat, das hei&t dem 
Anteil der identischen Nukleotide oder Aminosaurereste an denselben Positionen 
widergegeben. Ein weiter gefaBter Homologiebegriff bezieht die konservierten 
Aminosaure-Austausche in diesen Wert mit ein. Es ist dann von Prozent Ahnlichkeit die 
Rede. Solche Aussagen konnen uber ganze Proteine oder Gene oder nur Qber einzelne 
Bereiche getroffen werden. 

Homologe Bereiche von verschiedenen Proteinen sind zumeist solche mit gleich n 
Strukturelementen und/oder Funktionen, die sich durch Ubereinstimmungen in der 
primaren Aminosauresequenz erkennen lassen. Sie geht bis zu volligen Identitat n in 
kleinsten Bereichen, sogenannten Boxen, die nur wenige Aminosauren umfassen und 
meist fur die GesamtaktivitSt essentielle Funktionen ausuben. Unter den Funktionen der 
homologen Bereiche sind kleinste Teilfunktionen der vom gesamten Protein ausgeubten 
Funktion zu verstehen, wie beispielsweise die Ausbildung einz Iner 
Wasserstoffbruckenbindungen zur Komplexierung eines Substrats oder 
Obergangskomplexes. 

Die Identifizierung homologer Bereiche zwischen mindestens zwei Proteinen ist die 
Grundlage dafur, diese zu Fusions- oder Hybrid-Proteinen mit vergleichbarer Funktion 
zusammenzusetzen. Dabei wird mindestens ein Bereich eines Proteins durch den 
homologen Bereich des anderen Proteins substituiert. Es mussen also die fusionierten 
Bereiche unter Erhalt der prinzipiellen Funktion des Gesamtproteins zusammenpassen. 
Handelt es sich beispielsweise um die Fusion von Teils quenz n zw ier Amylasen, so 



WO 03/014358 



PCT/EP02/08391 



14 



wird rfindungsgemaB dann eine Hybrid-Amylase erhalten, wenn das_Fusionsprodukt 
selbst insgesamt eine amylolytische Aktivitat aufweist. 



Die enzymatische Aktivitat kann durch andere Bereiche des Proteins, die nicht an der 
eigentlichen Reaktion beteiligt sind, qualitativ oder quantitativ modifiziert werden. Di s 
betrifft beispielsweise die Enzymstabilitat. die Aktivitat, die Reaktionsbedingungen oder 
die Substratspezifitat. 

Unter dem Begriff eines erfindungsgemaSen amylolytischen Proteins ist somit nicht 
allein eines mit der reinen, die Hydrolyse von a-1,4-glycosidischen Bindungen 
durchfiihrenden Funktion zu verstehen, die auf die wenigen Aminosaurereste in s 
vermutlichen katalytisch aktiven Zentrums zuruckzufuhren sind. Er umfaGt dariiberhinaus 
alle die Hydrolyse einer a-1 ,4-glycosidischen Bindung unterstiitzenden Funktionen. 

Unter der Leistung eines Enzyms wird dessen Wirksamkeit im jeweils betrachteten 
technischen Bereich verstanden. Diese basiert auf der eigentlichen enzymatischen 
Aktivitat. hangt dariiberhinaus aber von weiteren. fur den jeweiligen ProzeS relevanten 
Faktoren ab. Dazu gehoren beispielsweise Stabilitat, Substratbindung. Wechselwirkung 
mit dem das Substrat tragenden Material oder Wechselwirkungen mit anderen 
Inhaltsstoffen. insbesondere Synergien. So wird beispielsweise bei der Untersuchung. ob 
sich ein Enzym fur den Einsatz in Wasch- oder Reinigungsmittein eignet. dessen Beitrag 
zur Wasch- oder Reinigungsleistung eines mit weiteren Bestandteilen formuliert n 
Mittels betrachtet. 

Die erfindungswesentlichen Proteine werden erfindungsgemaB in Wasch- oder 
Reinigungsmittein eingesetzt. Darin werden bevorzugt solche eingesetzt. deren 
enzymatische Aktivitat dazu beitragt, die Leistung mindestens einer Wasch- oder 
Reinigungsmittelrezeptur an mindestens einer starkehaltigen oder starkeahnlichen 
Anschmutzung auf wenigstens einer Oberflache zu verbessem. Besonders bevorzugt 
sind solche. die bei mehr als einem Reinigungsproblem einen Beitrag zur Wasch-. 
beziehungsweise Reinigungsleistung des/der betreffenden Mittel leisten. 

Bei diesen Oberflachen handelt es sich vorzugsweise urn Textilien oder urn harte 
Oberflach n. Die hi rfur zu wahlenden Bedingung n. wi beispielsweise T mperatur. 
pH-Wert. lonenstarke. Redox-Verhaltnisse oder m chanische Einflusse sollten fur das 
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jeweilige Reinigungsproblem optimiert werden, also in Bezug auf die Anschmutzung und 
auf das TrSgermat rial. So liegen ubliche Temperaturen fur Wasch- und 
Reinigungsmittel in Bereichen von 10°C bei manuellen Mitteln uber 40°C und 60°C bis 
hin zu 95° bei maschinellen Mitteln Oder bei technischen Anwendungen. Vorzugsw ise 
werden auch die Inhaltsstoffe der betreffenden Mittel aufeinander abgestimmt. 

Die Hybrid-Amylasen, die die erfindungsgema&en Mittel kennzeichnen, setzen sich in 
homologer Erganzung aus Teilsequenzen der a-Amylasen von Bacillus 
amyloliquefaciens und von Bacillus licheniformis zusammen. Das heiftt, jede AminosSure 
der betreffenden Hybrid-Amylasen liegt in einem mindestens zwei AminosSur n 
umfassenden Teilbereich, der in homologer Position entweder in der einen oder and r n 
Ausgangssequenz gefunden werden kann. Dies ist beispielsweise anhand des 
Alignments der Figur 2 nachvollziehbar. 

Die Sequenzen dieser beiden Ausgangsenzyme konnen unter den Bezeichnungen amyA 
(fur die a-Amylase aus B. amyloliquefaciens), beziehungsweise amyL (fur diea-Amylas 
aus B. licheniformis) aus dffentlich zuganglichen Datenbanken erhalten werd n. 
Beispielsweise in der Datenbank Swiss-Prot (Geneva Bioinformatics (GeneBio) S.A., 
Genf, Schweiz; http://www.genebio.com/sprot.html) sind sie unter d n 
Eintragungsnummern P00692 (fur die a-Amylase amyA aus B. amyloliquefaciens) und 
P06278 (fur die a-Amylase amyL aus B. licheniformis) aufgefuhrt. Sie sind zusatzlich im 
Sequenzprotokoll der vorliegenden Anmeldung unter SEQ ID NO. 4, beziehungsw ise 
SEQ ID NO. 2 angegeben; zusammen mit den zugehorigen Nukleotidsequenzen unter 
SEQ ID NO. 3, beziehungsweise SEQ ID NO. 1. 

Beide Bacillus-Spezies sind in der Literatur ausfuhriich beschrieben und sind auch Qber 
Stammsammlungen allgemein zuganglich. So ist B. amyloliquefaciens beispielsweise 
unter der Bezeichnung DSM 7 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig (http://www.dsmz. d ) 
oder unter der Bezeichnung ATCC 23350 bei der American Type Culture Collection, 
10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, USA (http://www.atcc.org) 
erhattlich. B. licheniformis kann uber dieselben Stell n beispielsweise unter den 
Bez ichnung n DSM 13, beziehungsweise ATCC 14580 bezog nw rd n. 
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Aus diesen Stammen kbnnen die zugehbngen a-Amylase-Gene beispielsweise iiber 
PCR mit solchen Primern erhalten werden, die anhand des Sequenzprotokolls der 
vorliegenden Anmeldung (SEQ ID NO. 3, beziehungsweise SEQ ID NO. 1) synthetisiert 
worden sind. Die erhaltenen PCR-Produkte konnen nach an sich bekannten Methoden 
kloniert und auf jede zweckmSBige Weise (siehe unten) weiterprozessiert werden. 

ErfindungsgemaB konnen entsprechende Hybridklassen definiert und anhand der 
Ausgangssequenzen benannt werden. WShlt man fur die Amylase aus B. licheniformis 
den Buchstaben L und fur die aus B amyloliquefaciens den Buchstaben A, so gehdrt ein 
Enzym, das N-terminal die Sequenz dera-Amylase aus B. licheniformis und C-terminal 
die Sequenz der a-Amylase aus B amyloliquefaciens aufweist, zur Hybridklasse LA. Bei 
umgekehrter Zusammensetzung gehbrte es zur Hybridklasse AL, und bei Fusion von 
drei Teilen entsprechend zu den Hybridklassen LAL Oder ALA, je nachdem, welche 
Teilsequenzen der Ausgangsenzyme kombiniert worden sind. 

ZusStzliche Nummern kennzeichnen das Molekiil eindeutig dahingehend, an welcher 
Stelle, d.h. C-terminal von welcher Aminosaure die Fusion erfolgt ist. MaBgeblich ist 
dabei im Zweifel die Zahlung der a-Amylase aus B. amyloliquefaciens (SEQ ID NO. 4). 
So besitzt beispielsweise das Molekul AL76 die N-terminalen 76 Aminosauren d r a- 
Amylase aus B. amyloliquefaciens und daran anschlieBend bis zum C-Terminus die 
homologen Aminosauren der a-Amylase aus B licheniformis, also ab dem Tyrosin, das in 
Position 79 gemafi der Numerierung der a-Amylase aus B. licheniformis liegt. 
Beispielsweise die Hybrid-Amylase LAL1 9-433 besteht aus den N-terminalen 21 
Aminosauren der a-Amylase von B. licheniformis, gefolgt von dem homologen Bereich 
der a-Amylase von B. amyloliquefaciens, also beginnend mit dem in homologer 
Erganzung auf das Histidin folgenden Tryptophan bis zu dem Glycin, das nach beiden 
Zahlungen der Position 433 entspricht, und schlieBlich den restlichen Aminosauren der 
a-Amylase von B. licheniformis, also dem Bereich der Aminosauren 434 bis 483. Di 
Fusionspunkte sind auch in Figur 2 hervorgehoben. 

Sollten sich bezuglich der Numerierung Unklarheiten aus der Betrachtung der 
Aminosaures quenzen ergeben, so entscheidet die zugehorige Nukleotidsequenz, wi 
sie im Sequenzprotokoll off nbart ist, weil die Bildung von Hybridproteinen 
gunstigerweise auf der Ebene der zug horigen DNA erfolgt. Die Numm r des 
Fusionspunkts ergibt sich damit aus der Numm r des Codons, hint r d ssen erster, 
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zweiter oder dritter Nukleobase der Wechsel zur ander n DNA erfolgt ist, jew its 
wiederum bezogen auf die Codonnumerierung von B. amyloliquefaciens (SEQ ID NO. 3). 

Die Hybrid-Amylasen, die bevorzugte Ausfuhrungsformen der vorliegenden Anmeldung 
kennzeichnen, sind in Figur 1 schematisch dargestellt. Sie bestehen aus mindestens 
einem mindestens zwei Aminosauren umfassenden Sequenzbereich dera-Amylase von 
B. amyloliquefaciens und mindestens einem ebenfalls mindestens zwei Aminosauren 
umfassenden Sequenzbereich der a-Amylase von B. licheniformis. 

Vorzugsweise sind die auf die Ausgangsmolekule zuruckzufuhrenden Teilsequenzen der 
Hybrid-Amylasen langer als 7, vorzugsweise linger ais 14, besonders bevorzugt 21 bis 
462 Aminosauren lang. Denn wie beispielsweise aus der Figur 1 hervorgeht, sind die 
Teilsequenzen der besonders bevorzugten Vertreter (siehe unten) zwischen 21 und 462 
Aminosauren lang. Aus beliebigen Kombinationen der dort angegebenen Fusionsstellen 
ergeben sich erfindungsgemaSe Proteine mit mindestens 8 (Fusionspunkte 76 und 84) 
dann 15 (Fusionspunkte 19 und 34), und schlieSlich zwischen 21 und 462 Aminosaur n 
Lange. 

Vorzugsweise ist das Hybridprotein aus drei oder zwei entsprechend den 
Ausgangssequenzen einander erganzenden Teilsequenzen zusammengesetzt. Das 
heiBt t es weist eine oder zwei Fusionsstellen auf und kann einer der Hybridklassen AL, 
LA, LAL oder ALA zugeordnet werden. 

Die Herstellung derartiger Hybridamylasen nach einem In wVo-Verfahren wird eingeh nd 
in der Publikation „Hybrid Bacillus amyloliquefaciens X Bacillus licheniformis a- 
Amylases. Construction, properties and sequence determinats" (1995) von B. Conrad, 
V. Hoang, A. Polley und J. Hofemeister, Eur. J. Biochem., 230, S. 481-490, beschrieben. 
Darin werden sie durch /n-v/Vo-Rekombination erhalten. Diese ist beispielsweise dadurch 
moglich, daft beide Gene hintereinander in denselben Vektor kloniert und in eine 
Wirtszelle transformiert werden (vgl. H. Weber, C. Weissmann (1983): ..Formation f 
genes coding for hybrid proteins by recombination between related, cloned genes in£. 
colt\ Nucleic Acid Res., JM, S. 5661-5669, und EP 208491). Daraus kann sich in 
Schar von Hybridamylas n erg ben, die unabhangig von bestimmten 
Restriktionsschnittstellen auf R kombinationsereignisse zwischen diesen beid n Genen 
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zuruckzufCihren sind. Die erhaltenen Proteine sind schematisch in Figur 2 der Arbeit von 
Conrad et al. angegeben. 



Zur Durchfuhrung von mehr als einer Fusion sind jedoch im Stand der Technik etablierte 
In v/fro-Methoden erfolgversprechender. Die Bildung von Hybrid-Amylasen ist demnach 
sowohl durch Fusion an bereits vorhandenen als auch an nachtraglich eingefuhrt n 
Restriktionsschnittstellen meglich. So lassen sich zusatzliche Schnittstellen in beiden 
betreffenden Gene (SEQ ID NO. 1 und 3) einfQhren, indem nach an sich bekannt n 
Punktmutagenese-Verfahren, beispielsweise uber Mismatch-Primer, die gewtinscht n 
Nukleotide ausgetauscht werden. Hierbei kann die Degeneriertheit des genetischen 
Codes dazu genutzt werden, lediglich synonyme Codons zu erzeugen, d.h. solch 
Mutationen zu setzen, die die abgeleitete Aminosauresequenz nicht beeinflussen. Man 
ist in der Wahl der erzeugten Restriktionsschnittstelle frei, da fur die In wfro-Fusion 
jeweils auch auf ein geeignetes Restriktionsenzym abgestimmt werden kann; dies gilt 
insbesondere fur die Erzeugung singularer Schnittstellen. Alternativ konnen auch PCR- 
Reaktionen uber Teilsequenzen. vorzugsweise mit Schnittstellen-enthaltenden Prim rn 
durchgefiihrt und die erhaltenen Produkte miteinander ligiert werden. 

Weitere Moglichkeiten, derartige Fusionsproteine zu erhalten, sind beispielsweise: (a) 
die statistische Rekombination entsprechender Fragmente Ober Verfahren, die d r 
Recursive-Sequence-Recombination vergleichbar sind, wie sie beispielsweise in den 
Patentanmeldungen WO 98/05764, WO 97/35966, EP 590689 oder EP 229046 
dargestellt sind; und (b) statistische Rekombination entsprechender Fragmente Ober 
PCR-basierte Verfahen; solch eines stellt beispielsweise die StEP-Methode dar, wie sie 
in der Anmeldung WO 98/42832 beschrieben worden ist. 

Die fusionierten DNA-Molekule kbnnen anschlieBend nach an sich bekannten Meth d n 
kloniert, amplifiziert und in Wirtszellen zur Expression gebracht werden. Hierfur 
geeignete Systeme, wie beispielsweise Vektoren und/oder Wirtzellen sind ebenfalls aus 
dem Stand der Technik bekannt und werden in grolJer Zahl kommerziell angeboten. 
Leicht kultivierbare Wirtszellen mit hohen Produktbildungsraten sind fur die 
grolitechnische Gewinnung der betreffenden Hybrid-Amylasen besonders geeignet. 

FQr beid Ausgangsenzym ist bekannt, daB sie ein n B itrag zur Wasch-, 
beziehungsw ise Reinigungsleistung entsprechender Mittel leisten kennen, 
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insbesondere was Starke- und starkeahnliche Anschmutzungen angeht So stell n beide 
Wildtyp-Molekule die Ausgangspunkte fur die komm rziell erhaltlichen a-Amylasen 
BAN®, beziehungsweise Termamyl® (Hersteller: Fa. Novozymes A/S, Bagsvaerd, 
Danemark) dar. Allerdings weisen sie unterschiedliche enzymatische Eigenschaften auf, 
insbesondere was die Thermostabilitat angeht. So ist die Thermostabilitat dera-Amylase 
aus 8. amyloliquefaciens deutlich niedriger als die aus B. licheniformis (Tomazic, S.J., 
und Klibanov, A.M., (1988), J. Biol. Chem., 263, S. 3086-3091 und S. 3092-3096). 

Hybridamylasen, die auf die beschriebene Weise aus den beiden Ausgangsenzymen 
erhalten werden kOnnen, durften, wie anhand der enzymatischen Aktivitaten der 
Ausgangsenzyme und aufgrund der Arbeit von Conrad et a/, erwartet werden kann, ub r 
amylolytische Aktivitat verfugen. Jedoch ist dies nicht unbedingt gleichbedeutend mit 
einer Steigerung der Wasch-, beziehungsweise Reinigungsleistung entsprechender 
Mittel gegenuber starkehaltigen und starkeahnlichen Anschmutzungen. Beispielsweise 
konnen auch Enzyme erhalten werden, die wesentlich instabiler als die 
Ausgangsenzyme und damit als Wasch-, beziehungsweise Reinigungsmittelkomponent 
ungeeignet sind. Wenn sie jedoch in der Lage sind, die Wasch- und/oder 
Reinigungsleistung mindestens eines entsprechend mit ihnen angereicherten Wasch-, 
beziehungsweise Reinigungsmittels unter definierten Bedingungen zu verbessern, so 
werden sie bevorzugt eingesetzt. 

Dies kann experimentell dadurch uberprtift werden, daS eine Wasch- oder 
Reinigungsmittelrezeptur mit, beziehungsweise zum Verglerch ohne eine entsprechend 
Hybridamylase zubereitet und auf seine Waschleistung hin Qberpruft wird, und zwar 
insbesondere auf Starke-enthaltende Verunreinigungen. Derartige Versuche werden in 
den Ausfuhrungsbeispielen zur vorliegenden Patentanmeldung angegeben. 

Die in Figur 1 der vorliegenden Anmeldung, beziehungsweise Figur 2 der erwahnt n 
Publikation von Conrad et al. gezeigten Fusionsproteine sind durch Bruch- und 
Neufusion an den Stellen innerhalb der Ausgangsgene hervorgegangen, die auf 
Proteinebene folgenden Positionen entsprechen: 17, 34, 76, 108, 112, 142, 147, 149, 
151, 163, 174, 179, 185, 191, 198, 207, 231, 234, 244, 256, 263, 276, 431, 84, 99, 429, 
201, 19, 433 und 153 gemaS der Num rierung der Sequ nz der a-Amylas aus 
B. amyloliquefaciens (SEQ ID NO. 2). Das bedeutet, da& jeweils C-terminal der 
AminosSure, die diese Position innimmt, eine Aminosaure aus d r jeweils and ren 
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Sequenz folgt. B vorzugte AusfOhrungsform n der vorlieg nd n Erfindung nthalten 
solche Hybridproteine, der n Fusionsstell n innerhalb eines B reichs von 10 
Aminosauren vor bis 10 Aminosauren nach diesen Positionen liegen. Di sen 
AusfOhrungsformen gegenuber sind zunehmend solche bevorzugt, deren Fusionsstellen 
innerhalb eines Bereichs von 9, 8, 7, 6. 5. 4, 3, 2 oder 1 Aminosauren vor bis 9. 8, 7, 6, 
5, 4, 3, 2 Oder 1 Aminosauren nach diesen Positionen liegen. Und ganz besond rs 
bevorzugt sind solche, deren Fusionspunkte exakt an diesen Positionen liegen, d.h. C- 
terminal davon. 

Wie oben ausgefuhrt, bestimmen die Identitat der in den Hybridproteinen enthalt nen 
verschiedenen Teilsequenzen und die Fusionsorte auch ihren Namen. W Iche 
Aminosauresequenz sich im individuellen Fall ergibt, kann anhand der im 
Sequenzprotokoll unter den Nummern SEQ ID NO. 2 und SEQ ID NO. 4 angegebenen 
Wildtyp-Aminosauresequenzen der beiden Ausgangsenzyme sowie anhand von Figur 2 
nachvollzogen werden. 

Fur folgende speziellen Hybridamylasen ist bereits in der Publikation von Conrad et al. 
eine gewisse amylolytische Aktivitat nachgewiesen worden: AL17, AL108, AL142, 
AL147. AL149. AL151, AL163, AL174, AL179, AL185. AL191, AL198, AL207, AL231, 
AL234, AL244, AL263, AL276, AL431, ALA17-151, ALA76-151, ALA99-429, ALA12-151, 
ALA1 12-201, LA19 und LA431. Sie kennzeichnen somit bevorzugte AusfOhrungsform n 
der vorliegenden Erfindung. 

Hybrid-Amylasen, die besonders bevorzugte AusfOhrungsformen dieses 
Erfindungsgegenstands kennzeichnen, weisen Fusionspunkte nahe den Positionen 34, 
256, 84, 19 und/oder 153 gemSB der Numerierung der SEQ ID NO. 4 auf. Zunehmend 
bevorzugt liegen diese innerhalb eines Bereiches von 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 und 1 
Aminosauren vor bis zunehmend bevorzugt 10. 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 und 1 Aminosauren 
nach diesen Positionen. 

Hierunter sind insbesondere Mittel mit den Hybrid-Amylasen AL34 (SEQ ID NO. 6), 
AL256 (SEQ ID NO. 12), ALA34-84 (SEQ ID NO. 14) und/oder LAL19-153 (SEQ ID 
NO. 18) bevorzugt. Denn sie verm6g n die Wasch-, beziehungsweise 
R inigungsleistungen v n entsprech nden Rez pturen geg nuber starkehaltigen Oder 
stSrkeShnlichen Anschmutzungen zu verbessern. Zum Teil zeigen sie, wie aus den 
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Anwendungseispielen der vorliegenden Anmeldung entnommen werden kann, Wasch-, 
beziehungsweise Reinigungsleistungen die denen von im Stand der Technik etablierten 
Enzymen ebenburtig sind. 

Hybrid-Amylasen, die besonders bevorzugte Ausfuhrungsformen di ses 
Erfindungsgegenstands kennzeichnen, weisen Fusionspunkte nahe den Positionen 19, 
76, 112 und/oder 433 gemSG der Numerierung der SEQ ID NO. 4 auf. Zunehmend 
bevorzugt liegen diese innerhalb eines Bereiches von 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 und 1 
Aminosauren vor bis zunehmend bevorzugt 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 und 1 AminosSur n 
nach diesen Positionen. 

Hierunter sind insbesondere Mittel mit solchen Hybrid-Amylasen bevorzugt, die als 
Teilsequenz die Teilsequenz der Aminosaure-Positionen 19 bis 76 der a-Amylase aus 
Bacillus amyloliquefaciens (SEQ ID NO. 4) und als weitere Teilsequenz die Teilsequ nz 
der Aminosaure-Positionen 433 bis 483 der a-Amylase aus Bacillus licheniformis (SEQ 
ID NO. 2) aufweisen. 

Denn beispielsweise aus der Arbeit von Conrad et al. ist bekannt, daB der zwischen den 
Positionen 34 und 76 der a-Amylase von B. amyloliquefaciens fur das Gesamtmolekul 
eine thermostabilisierende Funktion ausubt. Wahrscheinlich ist jedoch, dafi nicht allein 
diese Region fur diese Eigenschaft verantwortlich ist, sondern die Thermostability auf 
dem Wechselspiel mit weiteren Regionen der Amylase beruhen kann. So haben die 
Enzyme, die gleichzeitig die Teilsequenz 19 bis 76 der a-Amylase aus 
B. amyloliquefaciens und die der Aminosaurepositionen 433 bis 483 der a-Amylase aus 
B. licheniformis aufweisen, gute Beitrage zu den Wasch-, beziehungsweis 
Reinigungsleistungen entsprechender Rezepturen gezeigt. Das kann daraus resultieren, 
daR gewisse, moglicherweise noch unbekannte Strukturmerkmale den Enzymen unter 
entsprechenden Bedingungen (Temperatur, pH-Wert, lonenstarke, mechanische 
Belastung) die Fahigkeit zur Ablosung von Starke Oder starkeShnlichen 
Anschmutzungen auf Fasern Oder harten Oberflachen verleihen. Dies belegen die 
Beispiele der vorliegenden Anmeldung. 

Aus diesem Grund sind ganz b sonders solch Mittel bevorzugt, di Hybrid-Amylas n 
enthalten, die zu der von AL76 (SEQ ID NO. 8) oder zu d r von AL1 12 (SEQ ID NO. 10) 
od r zu d r von LAL1 9-433 (SEQ ID NO. 16) mindest ns zu 98%, und zun hmend 
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bevorzugt zu 98,25%, 98,5%, 98,75%, 99%, 99,25%, 99,5%, 99,75% und zu 100% 
identisch sind. 

Denn diese Enzyme haben in den ausgefiihrten Beispielen die Wasch-, 
beziehungsweise Reinigungsleistung der dort getesteten Mittel gegeniiber starkehaltigen 
oder starkeahnlichen Anschmutzungen verbessert. Teilweise lag ihr Beitrag ebenso hoch 
wie der von etablierten Wasch- oder Reingungsmittelamylasen oder sogar daruber. 

Die guten Wasch- und Reinigungsleistungen der Enzyme AL76, AL112 und LAL1 9-433 
lassen venmuten, dad die Kombination der Bereiche von Position 19 bis 76 der a- 
Amylase aus B amyloliquefaciens mit der C-terminalen DomSne der a-Amylase 
B licheniformis, d.h. ab Position 433 nicht nur auf die Stabilitat der betreffenden 
Varianten, sondem auch auf die Wasch-, beziehungsweise Reinigungsleistung n 
besonders gunstig wirkt. 

In den Schutz des Homologiebereichs dieser besonders bevorzugten Enzyme AL76 
(SEQ ID NO. 8), AL112 (SEQ ID NO. 10) und LAL19-433 (SEQ ID NO. 16) fallen jeweils 
auch solche, die uber einzelne Punktmutationen von diesen abgeleitet werden konn n. 
Hierzu gehoren zunehmend bevorzugt solche mit 1, 2 oder 3 Punktmutationen, 
vorzugsweise Substitutionen in den Aminosaure-Positionen, die den Positionen 134, 320 
und 412 in der ZShlung der a-Amylase aus 8. licheniformis, beziehungsweise den 
Positionen 132, 320 und 412 in der Zahlung der a-Amylase aus B. amyloliquefaciens 
entsprechen. 

Darunter sind insbesondere die AL76-Varianten R132L, A318S und/oder T410A (gemSB 
der Zahlung von SEQ ID NO. 8), die AL112-Varianten R132L, A318S und/oder T410A 
(gemSB der Zahlung von SEQ ID NO. 10), beziehungsweise die LAL1 9-433-Variant n 
Q134L, A322S und/oder T414A (gemaB der Zahlung von SEQ ID NO. 16) bevorzugt. 
Denn beispielsweise die Variante AL76 R132L/A318S/T410A hat in Wasch versuchen, 
die denen der Beispiele 2 bis 7 der vorliegenden Anmeldung entsprechen, uberraschend 
positive Ergebnisse erbracht, die denen von AL76 vergleichbar sind. 

Weitere und/oder and re Punktmutationen konn n auch in anderen Positionen d r 
verschied nen f entsprechend d m oben G sagten zunehmend bevorzugt n Hybrid- 
Amylasen durchg fOhrt werden. Hierunter sind Substitutionen einzelner AminosSuren 
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bevorzugt und darunter ganz besonders solche, die ine Eigenschaft der Amylas n 
hinsichtlich ihres Einsatz s in Wasch- oder Reinigungsmitteln verbessem. Dazu gehor n 
beispielsweise: Stability gegenQber oxidierenden Verhaltnissen, gegenCiber erhohten 
Temperaturen, insbesondere zwischen 40 und 95°C, gegenilber denaturierend n 
Agentien wie Tensiden oder Komplexbildnem, Verbessenjng der Calcium-Bindung, 
Anpassung des pH-Optimums, Wechselwirkung mit dem zu hydrolysierenden Substrat 
oder Veranderung der spezifischen oder unspezifischen Bindung an die Oberflache des 
Reinigungsguts. 

Die Herstellung derartiger Variationen kann durch zielgerichtete Mutagenese (site 
directed mutagenesis) beispielsweise uber sogenannte Mismatch-Primer erfolgen, wie 
sie dem Fachmann aus dem Stand der Technik vertraut ist. Alternativ konnen auch 
statistische Verfahren (random mutagenesis) kombiniert mit anschlieliender Selektion 
auf einen Beitrag zur Waschleistung einer entsprechenden Wasch- oder 
Reinigungsmittelrezeptur zum Einsatz kommen. Derartige Mutagenseverfahren werden 
fur Hybrid-Amylasen beispielsweise in den Anmeldungen WO 96/23874, WO 97/41213 
und WO 00/60059 offenbart. Die Vorselektion der erhaltenen Varianten kann wie in 
Beispiel 1 in der vorliegenden Anmeldung beschrieben und ihr weiterer Test gemali den 
nachfolgenden Beispielen erfolgen. 

Weitere Ausfuhrungsformen dieses Erfindungsgegenstand sind Wasch- oder 
Reinigungsmittel. die dadurch gekennzeichnet sind, daB sie eine durch Deletion von 
jeweils nicht mehr als 5 zusammenhangenden Aminosauren, und zunehmend bevorzugt 
von jeweils nicht mehr als 4, 3, 2, und besonders bevorzugt von jeweils nur einer 
AminosSure erhaltene erfindungsrelevante Hybrid-Amylase enthalten. 

Solche Hybrid-Amylasen konnen beispielsweie dadurch erhalten werden, daB 
vorzugsweise bei der oben beschriebenen Fusion der Ausgangssequenzen oder auch 
unabhangig davon kurzere Sequenzbereiche gezielt weggelassen worden sind. Hierb i 
kann es sich beispielsweise urn kleinere destabilisierende Elemente handeln oder urn 
nicht die Wasch-, beziehungsweise Reinigungsleistung beeintrachtigende Verluste von 
einzelnen Aminosauren bei der Fusion. 

Weitere Ausfuhrungsform n di ses Erfindungsgegenstand sind Wasch- oder 
Reinigungsmittel, die dadurch g kennzeichnet sind, daB sie als Hybrid-Amylase ein 
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amylolytisches durch Insertionsmutation erhaltenes oder amylolytisches chimares 
Protein nthalten, welches wenigstens in einem, die amylolytische Aktivitat verieihenden 
Teil aus in r der zuvor beschriebenen Hybrid-Amylase identisch ist. 

So ist es beispielsweise in Anwendung der Lehre von WO 99/57250 moglich, solch ein 
Enzym zur Erhohung der Wechselwirkung mit dem Substrat mit einer Cellulose- 
Bindungsdomane zu koppeln. In analoger Weise konnen beispielsweise auch and re 
wasch- oder reinigungsaktive Enzyme mit einer erfindungsrelevanten Hybrid-Amylase 
fusioniert werden. Es ist dabei prinzipiell unerheblich, ob die Fusion N- oder C-terminal 
oder uber Insertion erfolgt; entscheidend ist lediglich die Erreichung des Ziels, in 
leistungsverbessertes Mittel zur Verfugung zu stellen. 

Weitere Ausfuhrungsformen dieses Erfindungsgegenstand sind Wasch- oder 
Reinigungsmittel, die dadurch gekennzeichnet sind, da& sie ein amylolytisches Derivat 
einer der oben beschriebenen Hybrid-Amylasen enthalten. 

Dabei handelt es sich insbesondere um Molekule, die durch chemische Kopplung von 
niedermolekularen Verbindungen oder von Polymeren erhalten werden konnen. Der Sinn 
einer derartigen Modifikation, etwa in Anlehnung an die Lehre von WO 00/22103, kann in 
der Reduzierung der allergenen Wirkung, gemSB WO 99/58651 in einer Optimierung d r 
enzymatischen Parameter oder gemSB EP 1088887 in der Erhohung der Stabilitat 
liegen. Beispielsweise in Anwendung der Lehre von WO 00/26354 konnen die Prot ine 
auch uber Glykosylierung modifiziert werden. 

Weitere Ausfuhrungsformen dieses Erfindungsgegenstand sind Wasch- oder 
Reinigungsmittel, die dadurch gekennzeichnet sind, dafc sie ein amylolytisches Protein 
oder Derivat enthalten, das wenigstens eine durch die Hybridbildung entstanden 
antigene Determinante mit einem der zuvor genannten Proteine Oder Derivate 
gemeinsam hat. 

Denn die erfindungsrelevanten Gbergange von einer Teilsequenz zur and ren 
charakterisieren die erfindungsgemaS verbesserten Mittel und die dementsprechend 
bevorzugten Ausfuhrungsformen. Zum anderen kann uber die immunologische 
Kr uzreaktion leicht der Nachw is erbracht werden, daB eine erfindungswesentliche 
Hybrid-Amylase in inem entsprechenden Mittel tatsSchlich aktiv ist. 
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ErfindungsgemaBe Mittel enthalten die erfindungswesentlich n Hybrid-Amylasen Oder 
deren Derivate vorzugsweise in Mengen von 0,000001 Gewichts-Prozent bis 5 Gew.-%, 
und zunehmend bevorzugt von 0,00005 bis 4 Gew.-%, von 0,00001 bis 3 Gew.-%, von 
0,0001 bis 2 Gew.-%, und besonders bevorzugt von 0,001 bis 1 Gew.-%. 

Mit den erfindungsgemaSen Wasch- oder Reinigungsmitteln sind aile denkbaren 
Reinigungsmittelarten gemeint, sowohl Konzentrate, als auch unverdunnt 
anzuwendende Mittel; zum Einsatz im kommerziellen MaBstab, in der Waschmaschine 
oder bei der Hand-Wasche, beziehungsweise -Reinigung. Dazu gehoren beispielsweise 
Waschmittei fur Textilien, Teppiche, oder Naturfasem, fur die nach der vorliegenden 
Erfindung die Bezeichnung Waschmittei verwendet wird. Dazu gehoren beispielsw ise 
auch Geschirrspulmittel fur Geschirrspulmaschinen oder manuelle Geschirrspulmittel 
oder Reiniger fiir harte Oberflachen wie Metall, Glas, Porzellan, Keramik, Kacheln, Stein, 
lackierte Oberflachen, Kunststoffe, Holz oder Leder; fur solche wird nach der 
vorliegenden Erfindung die Bezeichnung Reinigungsmittel verwendet. Jegliche 
Reinigungsmittelart stellt eine Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung dar, sofem 
sie um ein erfindungsgemaBes Protein bereichert ist. 

Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung umfassen alle nach den Stand d r 
Technik etablierten und/oder alle zweckmaBigen Darreichungsformen der 
erfindungsgemaBen Mittel. Dazu zahlen beispielsweise feste, pulverfdrmige, flussige, 
gelformige oder pastose Mittel, gegebenenfalls auch aus mehreren Phasen, komprimiert 
oder nicht komprimiert; ferner gehoren beispielsweise dazu: Extrudate, Granulate, 
Tabletten oder Pouches, sowohl in GroBgebinden als auch portionsweise abgepackt 

Neben einem erfindungswesentlichen Enzym enthait das erfindungsgemSBe Mittel 
gegebenenfalls weitere Inhaltsstoffe wie Tenside, zum Beispiel nichtionische, anionische 
und/oder amphotere Tenside, und/oder Bleichmittel, und/oder Builder, sowie 
gegebenenfalls weitere ubliche Inhaltsstoffe. 

Als nichtionische Tenside w rd n vorzugsw ise alkoxylierte, vorteilhafterweise 
ethoxylierte, insbesond re primare Alkohole mit vorzugsweise 8 bis 18 C-Atom n und 
durchschnittlich 1 bis 12 Mol Ethylenoxid (EO) pro Mol Alkohol eingesetzt, in denen der 
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Alkoholrest linear oder bevorzugt in 2-Stellung methylverzw igt sein kann, 
beziehungsweise lineare und methylverzweigte Reste im G misch nthalten kann, so 
wie sie ublicherweise in Oxoalkoholresten vorliegen. Insbesondere sind jedoch 
Alkoholethoxylate mit linearen Resten aus Alkoholen nativen Ursprungs mit 12 bis 18 C- 
Atomen, zum Beispiel aus Kokos-, Palm-, Talgfett- oder Oleylalkohol, und durch- 
schnittlich 2 bis 8 EO pro Mol Alkohol bevorzugt. Zu den bevorzugten ethoxylierten 
Alkoholen gehoren beispielsweise C 12 . 14 -Alkohole mit 3 EO oder 4 EO, Cm-Alkohol mit 
7 EO, C 13 .is-Alkohole mit 3 EO, 5 EO, 7 EO oder 8 EO, C 12 . 18 -Alkohole mit 3 EO, 5 EO 
oder 7 EO und Mischungen aus diesen, wie Mischungen aus C 12 . 14 -Alkohol mit 3 EO und 
C 12 -i8-Alkohol mit 5 EO. Die angegebenen Ethoxylierungsgrade stellen statistische Mit- 
telwerte dar, die fur ein spezielles Produkt eine ganze oder eine gebrochene Zahl sein 
konnen. Bevorzugte Alkoholethoxylate weisen eine eingeengte Homologenverteilung auf 
(narrow range ethoxylates, NRE). ZusStzlich zu diesen nichtionischen Tensiden k6nnen 
auch Fettalkohole mit mehr als 12 EO eingesetzt werden. Beispiele hierfiir sind 
Talgfettalkohol mit 14 EO, 25 EO, 30 EO oder 40 EO. 

Eine weitere Klasse bevorzugt eingesetzter nichtionischer Tenside, die entweder als 
alleiniges nichtionisches Tensid oder in Kombination mit anderen nichtionischen 
Tensiden eingesetzt werden, sind alkoxylierte, vorzugsweise ethoxylierte od r 
ethoxylierte und propoxylierte Fettsaurealkylester, vorzugsweise mit 1 bis 4 
Kohlenstoffatomen in der Alkylkette, insbesondere Fettsauremethylester. 

Eine weitere Klasse von nichtionischen Tensiden, die vorteilhafterweise eingesetzt 
werden k6nnen, sind die Alkylpolyglycoside (APG). Einsetzbare Alkypolyglycoside 
genugen der allgemeinen Formel RO(G) t , in der R fur einen linearen oder verzweigten, 
insbesondere in 2-Stellung methylverzweigten. gesattigten oder ungesattigt n, 
aliphatischen Rest mit 8 bis 22, vorzugsweise 12 bis 18 C-Atomen bedeutet und G das 
Symbol ist, das fur eine Glykoseeinheit mit 5 oder 6 C-Atomen, vorzugsweise fur 
Glucose, steht. Der Glycosylierungsgrad z liegt dabei zwischen 1.0 und 4,0, 
vorzugsweise zwischen 1,0 und 2,0 und insbesondere zwischen 1,1 und 1,4. Bevorzugt 
eingesetzt werden lineare Alkylpolyglucoside, also Alkylpolyglycoside, in denen der 
Polyglycosylrest ein Glucoserest und der Alkylrest ein n-Alkylrest ist. 

Auch nichtionisch Tenside vom Typ der Aminoxide, beispielsweise N-Kokosalkyl-N,N- 
dim thylaminoxid und N-Talgalkyl-N,N-dihydroxy thylaminoxid, und der 
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Fettsaurealkanolamide konnen geeignet sein. Der Anteil dies r nichtionischen Tenside 
liegt vorzugsweise nicht uber dem der ethoxylierten Fettalkohole, insbesondere bei nicht 
mehr als der HSIfte davon. 

Weitere geeignete Tenside sind Polyhydroxyfettsaureamide der Formel (II), 
I 

R-CO-N-[Z] (||) 

in der RCO fur einen aliphatischen Acylrest mit 6 bis 22 Kohlenstoffatomen, R 1 fur 
Wasserstoff, einen Alkyl- oder Hydroxyalkylrest mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen und [Z] fur 
einen linearen oder verzweigten Polyhydroxyalkylrest mit 3 bis 10 Kohlenstoffatom n 
und 3 bis 10 Hydroxylgruppen steht. Bei den Polyhydroxyfettsaureamiden hand It es 
sich um bekannte Stoffe, die ublicherweise durch reduktive Aminierung eines redu- 
zierenden Zuckers mit Ammoniak, einem Alkylamin oder einem Alkanolamin und 
nachfolgende Acylierung mit einer Fettsaure, einem FettsSurealkylester oder einem 
Fettsaurechlorid erhalten werden konnen. 

Zur Gruppe der Polyhydroxyfettsaureamide gehoren auch Verbindungen der Formel (III), 

R 1 -0-R 2 
I 

R-CO-N-[Z] (III) 

in der R fur einen linearen oder verzweigten Alkyl- oder Alkenylrest mit 7 bis 12 
Kohlenstoffatomen, R 1 fur einen linearen, verzweigten oder cyclischen Alkylrest oder 
einen Arylrest mit 2 bis 8 Kohlenstoffatomen und R 2 fur einen linearen, verzweigten od r 
cyclischen Alkylrest Oder einen Arylrest oder einen Oxy-Alkylrest mit 1 bis 8 
Kohlenstoffatomen steht, wobei C^-Alkyl- oder Phenylreste bevorzugt sind und [Z] fur 
einen linearen Polyhydroxyalkylrest steht, dessen Alkylkette mit mindestens zw i 
Hydroxylgruppen substituiert ist, oder alkoxylierte, vorzugsweise ethoxylierte oder 
propoxylierte Derivate dieses Restes. 

[Z] wird vorzugsw ise durch reduktive Aminierung eines reduzierenden Zuckers erhalten, 
beispielsweise Glucose, Fructose, Maltose, Lactos , Galactose, Mannose od r Xylose. 
Die N-Alkoxy- oder N-Aryloxy-substituiert n V rbindungen konn n b ispi Isw ise durch 
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Umsetzung mit Fettsauremethylestern in Gegenwart eines Alkoxids ats Katafysator in die 
gewunschten Polyhydroxyf ttsSur amide uberfiihrt werden. 

Als anionische Tenside werden beispielsweise solche vom Typ der Sulfonate und Sulfate 
eingesetzt. Als Tenside vom Sulfonat-Typ kommen dabei vorzugsweise Cw 
Alkylbenzolsulfonate, Olefinsulfonate, d.h. Gemische aus Aiken- und Hydroxyalkansul- 
fonaten sowie Disulfonaten, wie man sie beispielsweise aus C 12 . 18 -Monoolefinen mit nd- 
oder innenstandiger Doppelbindung durch Sulfonieren mit gasformigem Schwefeltrioxid 
und anschlieBende alkalische oder saure Hydrolyse der Sulfonierungsprodukte erhalt, in 
Betracht. Geeignet sind auch Alkansulfonate, die aus C 12 . 18 -Alkanen beispielsw ise 
durch Sulfochlorierung oder Sulfoxidation mit anschlieftender Hydrolyse 
beziehungsweise Neutralisation gewonnen werden. Ebenso sind auch die Ester von cc- 
Sulfofettsauren (Estersulfonate), zum Beispiel die a-sulfonierten Methylester der 
hydrierten Kokos-, Palmkern- oder TalgfettsSuren geeignet. 

Weitere geeignete Aniontenside sind sulfierte Fettsaureglycerinester. Unter 
Fettsaureglycerinestem sind die Mono-, Di- und Triester sowie deren Gemisch zu 
verstehen, wie sie bei der Herstellung durch Veresterung von einem Monoglycerin mit 1 
bis 3 Mol FettsSure oder bei der Umesterung von Triglyceriden mit 0,3 bis 2 Mol Glycerin 
erhalten werden. Bevorzugte sulfierte Fettsaureglycerinester sind dabei die Sulfierpro- 
dukte von gesattigten Fettsauren mit 6 bis 22 Kohlenstoffatomen, beispielsweise der 
Capronsaure, Caprylsaure, Caprinsaure, Myristinsaure, LaurinsSure, PalmitinsSure, 
Stearinsaure oder Behensdure. 

Als Alk(en)ylsulfate werden die Alkali- und insbesondere die Natriumsalze der 
SchwefelsSurehalbester der C 12 -C 18 -Fettalkohole, beispielsweise aus Kokosfettalkohol, 
Talgfettalkohol. Lauryl-, Myristyk Cetyl- oder Stearylalkohol oder der C 10 -C 20 - 
Oxoalkohole und diejenigen Halbester sekundarer Alkohole dieser KettenlSng n 
bevorzugt. Weiterhin bevorzugt sind Alk(en)ylsulfate der genannten KettenlSnge, welch 
einen synthetischen, auf petrochemischer Basis hergestellten geradkettigen Alkylrest 
enthalten, die ein analoges Abbauverhalten besitzen wie die adaquaten Verbindungen 
auf der Basis von fettchemischen Rohstoffen. Aus waschtechnischem Interesse sind die 
C 12 -C 16 -Alkylsulfate und C 12 -C 15 -Alkylsulfate sowie C 14 -C 15 -Alkylsulfate bevorzugt. Auch 
2,3-Alkylsulfate sind geeignete Aniontenside. 
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Auch die Schwefelsauremonoester der mit 1 bis 6 Mol Ethylenoxid ethoxyliert n 
geradkettigen oder verzweigten C 7 -2i-Alkohole, wie 2-Methyt-verzw igte C^n-Alkohole 
mit im Durchschnitt 3,5 Mol Ethylenoxid (EO) oder C 12 .is-Fettalkohole mit 1 bis 4 EO, 
sind geeignet. Sie werden in Reinigungsmitteln aufgrund ihres hohen Schaumvertialtens 
nur in relativ geringen Mengen, beispielsweise in Mengen bis 5 Gew.-%, ublicherw ise 
von 1 bis 5 Gew.-%, eingesetzt. 

Weitere geeignete Aniontenside sind auch die Salze der Alkylsutfobernsteinsaure, di 
auch als Suifosuccinate oder als Sulfobernsteinsaureester bezeichnet werden und di 
Monoester und/oder Diester der Sulfobernsteinsaure mit Alkoholen, vorzugsweise 
Fettalkoholen und insbesondere ethoxylierten Fettalkoholen darstellen. Bevorzugt 
Suifosuccinate enthalten Ce. 18 -Fettalkoholreste oder Mischungen aus diesen. 
Insbesondere bevorzugte Suifosuccinate enthalten einen Fettalkoholrest, der sich von 
ethoxylierten Fettalkoholen ableitet, die fur sich betrachtet nichtionische Tenside dar- 
stellen (Beschreibung siehe unten). Dabei sind wiederum Suifosuccinate, deren Fettal- 
kohol-Reste sich von ethoxylierten Fettalkoholen mit eingeengter Homologenverteilung 
ableiten, besonders bevorzugt. Ebenso ist es auch moglich, Alk(en)ylbernsteinsaure mit 
vorzugsweise 8 bis 18 Kohlenstoffatomen in der Alk(en)ylkette oder deren Salze einzu- 
setzen. 

Als weitere anionische Tenside kommen insbesondere Seifen in Betracht. Geeignet sind 
gesattigte Fettsaureseifen, wie die Salze der Laurinsaure, Myristinsaure, Palmitinsaure, 
Stearinsaure, hydrierte Erucasaure und Behensaure sowie insbesondere aus naturlichen 
Fettsauren, zum Beispiel Kokos-, Palmkern- oder TalgfettsSuren, abgeleitete 
Seifengemische. 

Die anionischen Tenside einschlie&lich der Seifen konnen in Form ihrer Natrium-, Ka- 
lium- oder Ammoniumsalze sowie als losliche Salze organischer Basen, wie Mono-, Di- 
oder Triethanolamin, vorliegen. Vorzugsweise liegen die anionischen Tenside in Form 
ihrer Natrium- oder Kaliumsalze, insbesondere in Form der Natriumsalze vor. 

Die Tenside konnen in den erfindungsgema&en Reinigungs- oder Waschmitteln 
insgesamt in einer Menge von vorzugsweise 5 G w.-% bis 50 Gew.-%, insbesond re 
von 8 G w.-% bis 30 G w.-%, b zogen auf das fertige Mittel, enthalten sein. 
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ErfindungsgemaBe Mittel kdnnen Bleichmittel enthalten. Unter den als Bleichmittel 
dienenden, in Wasser H 2 0 2 liefernden Verbindungen haben das Natriumpercarbonat, 
das Natriumperborattetrahydrat und das Natriumperboratmonohydrat besonder 
Bedeutung. Weitere brauchbare Bleichmittel sind beispielsweise Peroxopyrophosphate. 
Citratperhydrate sowie H 2 0 2 liefernde persaure Salze Oder Persauren, wie Persulfat 
beziehungsweise Perschwefelsaure. Brauchbar ist auch das Harnstoffperoxohydrat 
Percarbamid, das durch die Formel H 2 N-CO-NH 2 H 2 0 2 beschrieben werden kann. 
Insbesondere beim Einsatz der Mittel fur das Reinigen harter Oberflachen, zum Beispi I 
beim maschinellen GeschirrspOlen, kdnnen sie gewunschtenfalls auch Bleichmittel aus 
der Gruppe der organischen Bleichmittel enthalten, obwohl deren Einsatz prinzipiell auch 
bei Mitteln fur die Textilwasche mdglich ist. Typische organische Bleichmittel sind die 
Diacylperoxide. wie zum Beispiel Dibenzoylperoxid. Weitere typische organische 
Bleichmittel sind die Peroxysauren, wobei als Beispiele besonders die Alkylperoxysauren 
und die Arylperoxysauren genannt werden. Bevorzugte Vertreter sind die 
Peroxybenzoesaure und ihre ringsubstituierten Derivate. wie Alkylperoxybenzoesaur n. 
aber auch Peroxy-a-Naphthoes§ure und Magnesium-monoperphthalat, die aliphatischen 
Oder substituiert aliphatischen Peroxysauren, wie Peroxylaurinsaur , 
Peroxystearinsaure, e-Phthalimidoperoxycapronsaure (Phthalimidoperoxyhexansaur , 
PAP), o-Carboxybenzamidoperoxycapronsaure, N-Nonenylamidoperadipinsaure und N- 
Nonenylamidopersuccinate, und aliphatische und araliphatische Peroxydicarbonsaur n, 
wie 1,12-Diperoxycarbonsaure, 1,9-Diperoxyazelainsaure, Diperoxysebacinsaure, Di- 
peroxybrassylsSure, die Diperoxyphthalsauren, 2-Decyldiperoxybutan-1.4-disaure, N.N- 
Terephthaloyl-di(6-aminopercapronsaure) kdnnen eingesetzt werden. 

Der Gehalt der Mittel an Bleichmittel kann 1 bis 40 Gew.-% und insbesondere 10 bis 20 
Gew.-%, betragen, wobei vorteilhafterweise Perboratmonohydrat oder Percarbonat 
eingesetzt wird. Eine synergistische Verwendung von Amylase mit Percarbonat oder von 
Amylase mit Percarbonsaure wird mit den Anmeldungen WO 99/63036, 
beziehungsweise WO 99/63037 offenbart. 

Urn beim Waschen bei Temperaturen von 60°C und darunter. und insbesondere bei der 
Waschevorbehandlung eine verbesserte Bleichwirkung zu erreichen, kdnnen die Mittel 
auch Bleichaktivator n nthalt n. Als Bleichaktivatoren konnen Verbindungen, die unter 
Perhydrolysebedingungen aliphatische Peroxocarbonsauren mit vorzugsweise 1 bis 10 
C-Atomen, insbesondere 2 bis 4 C-Atomen, und/oder gegebenenfalls substituierte 
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Perbenzoesaur ergeben, einges tzt werden. Geeignet sind Substanzen, die O- 
und/oder N-Acylgruppen der genannten C-Atomzahl und/oder gegebenenfalls 
substituierte Benzoylgruppen tragen. Bevorzugt sind mehrfach acylierte Alkylendiamine, 
insbesondere Tetraacetylethylendiamin (TAED), acylierte Triazinderivate, insbesondere 
1,5-Diacetyl-2,4-dioxohexahydro-1,3,5-triazin (DADHT), acylierte Glycolurile, insbe- 
sondere 1 ,3,4,6-Tetraacetylglycoluril (TAGU), N-Acylimide, insbesondere N-Nonanoyl- 
succinimid (NOSI), acylierte Phenolsulfonate, insbesondere n-Nonanoyl- oder 
Isononanoyloxybenzolsulfonat (n- beziehungsweise iso-NOBS), acyli rte 
Hydroxycarbonsauren, wie Triethyl-O-acetylcitrat (TEOC), CarbonsSureanhydride, 
insbesondere Phthalsaureanhydrid, Isatosaureanhydrid und/oder Bernsteinsaurean- 
hydrid, CarbonsSureamide, wie N-Methyldiacetamid, Glycolid, acylierte mehrwertige 
Alkohole, insbesondere Triacetin, Ethylenglycoldiacetat, Isopropenylacetat, 2,5- 
Diacetoxy-2,5-dihydrofuran und die aus den deutschen Patentanmeldung n 
DE 196 16 693 und DE 196 16767 bekannten Enolester sowie acetyliertes Sorbitol und 
Mannitol beziehungsweise deren in der europaischen Patentanmeldung EP 0 525239 
beschriebene Mischungen (SORMAN), acylierte Zuckerderivate, insbesond r 
Pentaacetylglucose (PAG), Pentaacetylfructose, Tetraacetylxylose und 
Octaacetyllactose sowie acetyliertes, gegebenenfalls N-alkyliertes Glucamin 
beziehungsweise Gluconolacton, Triazol beziehungsweise Triazolderivate und/oder 
teilchenformige Caprolactame und/oder Caprolactamderivate, bevorzugt N-acyli rt 
Lactame, beispielsweise N-Benzoylcaprolactam und N-Acetylcaprolactam, die aus den 
internationalen Patentanmeldungen WO 94/27970, WO 94/28102, WO 94/28103. 
WO 95/00626. WO 95/14759 und WO 95/17498 bekannt sind. Die aus der deutsch n 
Patentanmeldung DE 196 16 769 bekannten hydrophil substituierten Acylacetale und di 
in der deutschen Patentanmeldung DE 196 16 770 sowie der internationalen Pat nt- 
anmeldung WO 95/14075 beschriebenen Acyllactame werden ebenfalls bevorzugt 
eingesetzt. Auch die aus der deutschen Patentanmeldung DE 4443 177 bekannten 
Kombinationen konventioneller Bleichaktivatoren konnen eingesetzt werden. Ebenso 
konnen Nitrilderivate wie Cyanopyridine, Nitrilquats, zum Beispiel N- 
Alkylammoniumacetonitrile, und/oder Cyanamidderivate eingesetzt werden. Bevorzugte 
Bleichaktivatoren sind Natrium-4-(octanoyloxy)-benzolsulfonat, n-Nonanoyl- oder 
Isononanoyloxybenzolsulfonat (n- beziehungsweise iso-NOBS), Undecenoyl- 
oxybenzolsulfonat (UDOBS), Natriumdodecanoyloxybenzolsulfonat (DOBS), Decanoyl- 
oxybenzoesaure (DOBA, OBC 10) und/oder Dodecanoyloxybenzolsulfonat (OBS12), 
sowie N-Methylmorpholinum-acetonitril (MMA). D rartige Bleichaktivator n konnen im 
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ublichen M ngenber ich von 0,01 bis 20 Gew.-%, vorzugsw ise in Mengen von 0,1 bis 
15Gew.-%, insbesond re 1 Gew.-% bis 10Gew.-%, bezogen auf die gesamte 
Zusammensetzung, enthalten sein. 

Zusatzlich zu den konventionellen Bleichaktivatoren oder an deren Stelle konnen auch 
sogenannte Bleichkatalysatoren enthalten sein. Bei diesen Stoffen handelt es sich urn 
bleichverstarkende Obergangsmetallsalze beziehungsweise Ubergangsmetallkomplexe 
wie beispielsweise Mn-, Fe- t Co-, Ru - oder Mo-Salenkomplexe oder -carbonylkomplexe. 
Auch Mn-, Fe-, Co-, Ru-, Mo-, Ti- t V- und Cu-Komplexe mit N-haltigen Tripod-Ligand n 
sowie Co-, Fe-, Cu- und Ru-Aminkomplexe sind als Bleichkatalysatoren geeignet, wob i 
solche Verbindungen bevorzugt eingesetzt werden, die in der DE 197 09 284 A1 
beschrieben sind. GemaB WO 99/63038 vermogen auch Acetonitril-Derivate und g mali 
WO 99/63041 bleichaktivierende Obergangsmetallkomplexverbindungen in Kombination 
mit Amylasen eine bleichaktivierende Wirkung zu entfalten. 

ErfindungsgemaBe Mittel enthalten in der Regel einen oder mehrere Build r, 
insbesondere Zeolithe, Silikate, Carbonate, organische Cobuilder und - wo k ine 
okologischen Grunde gegen ihren Einsatz sprechen - auch die Phosphate. Letztere sind 
insbesondere in Reinigungsmitteln fur das maschinelle Geschirrspiilen bevorzugt 
einzusetzende Geruststoffe. 

Zu nennen sind hier kristalline, schichtformige Natriumsilicate der allgemeinen Formel 
NaMSi x 02x*ryH 2 0, wobei M Natrium oder Wasserstoff bedeutet, x eine Zahl von 1,6 bis 
4, vorzugsweise 1,9 bis 4,0 und y eine Zahl von 0 bis 20 ist und bevorzugte Werte fur x 
2, 3 oder 4 sind. Derartige kristalline Schichtsilicate werden beispielsweise in d r 
europaischen Patentanmeldung EP 0164 514 beschrieben. Bevorzugte kristalline 
Schichtsilicate der angegebenen Formel sind solche, in denen M fur Natrium steht und x 
die Werte 2 oder 3 annimmt. Insbesondere sind sowohl p- als auch 5-Natriumdisilicate 
Na 2 Si 2 0 5 yH 2 0 bevorzugt. Im Handel befinden sich derartige Verbindungen 
beispielsweise unter der Bezeichnung SKS® (Fa. Clariant). So handelt es sich bei SKS- 
6® vorwiegend urn ein 6-Natriumdisilicat mit der Formel Na 2 Si 2 0 5 *yH 2 0, bei SKS-7 
vorwiegend urn das 0-Natriumdisilicat. Durch Reaktion mit Sauren (zum Beispiel 
Citronensaure oder KohlensSur ) ntsteht aus d m 5-Natriumdisilicat Kanemit 
NaHSi 2 0 5 yH 2 0, im Handel unt r den Bezeichnungen SKS-9 beziehungsweise SKS- 
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10® (Fa. Clariant). Von Vorteil kann es auch sein, chemische Modifikationen dieser 
Schichtsilicate einzusetzen. So kann beispielsweise die Alkalitat der Schichtsiiicate 
geeignet beeinfluftt werden. Mit Phosphat beziehungsweise mit Carbonat dotierte 
Schichtsilicate weisen im Vergleich zu dem 5-Natriumdisilicat veranderte 
Kristallmorphologien auf, Idsen sich schneller und zeigen im Vergleich zu 5- 
Natriumdisilicat ein erhohtes Calciumbindevermogen. So sind Schichtsilicate der 
allgemeinen Summenformel x Na 2 0* y Si0 2 • z P 2 0 5 , in der das Verhaltnis x zu y iner 
Zahl 0,35 bis 0,6, das Verhaltnis x zu z einer Zahl von 1 ,75 bis 1200 und das Verhaltnis y 
zu z einer Zahl von 4 bis 2800 entsprechen, in der Patentanmeldung DE 19601 063 
beschrieben. Die Loslichkeit der Schichtsilicate kann auch erhoht werden, indem 
besonders feinteilige Schichtsilicate eingesetzt werden. Auch Compounds aus d n 
kristallinen Schichtsilicaten mit anderen Inhaltsstoffen konnen eingesetzt werden. Dab i 
sind insbesondere Compounds mit Cellulosederivaten, die Vorteile in d r 
desintegrierenden Wirkung aufweisen und insbesondere in Waschmitteltablett n 
eingesetzt werden, sowie Compounds mit Polycarboxylaten, zum Beispiel 
Citronensaure, beziehungsweise polymeren Polycarboxylaten, zum Beispiel 
Copolymeren der Acrylsaure, zu nennen. 

Einsetzbar sind auch amorphe Natriumsilikate mit einem Modul Na 2 0 : Si0 2 von 1 :2 bis 
1:3.3, vorzugsweise von 1:2 bis 1:2,8 und insbesondere von 1:2 bis 1:2,6, welche 
loseverzogert sind und Sekundarwascheigenschaften aufweisen. Die Loseverzogerung 
gegenuber herkommlichen amorphen Natriumsilikaten kann dabei auf verschiedene 
Weise, beispielsweise durch Oberflachenbehandlung, Compoundierung, Kompaktierung/ 
Verdichtung oder durch Obertrocknung hervorgerufen worden sein. Im Rahmen di ser 
Erfindung wird unter dem Begriff "amorph" auch "rontgenamorph" verstanden. Dies 
heittt, dafi die Silikate bei Rontgenbeugungsexperimenten keine scharf n 
Rontgenreflexe liefern, wie sie fur kristalline Substanzen typisch sind, sondern allenfalls 
ein oder mehrere Maxima der gestreuten Rontgenstrahlung, die eine Breite von 
mehreren Gradeinheiten des Beugungswinkels aufweisen. Es kann jedoch sehr wohl 
sogar zu besonders guten Buildereigenschaften fuhren, wenn die Silikatpartikel bei 
Elektronenbeugungsexperimenten verwaschene oder sogar scharfe Beugungsmaxima 
liefern. Dies ist so zu interpretieren, daft die Produkte mikrokristalline Bereiche der 
GroBe 10 bis inige Hundert nm aufw isen, wobei Werte bis max. 50 nm und 
insb sondere bis max. 20 nm b vorzugt sind. Insbesondere bev rzugt sind 
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verdichtete/kompaktierte amorphe Silikate, compoundierte amorphe Silikate und 
ubertrocknete rontgenamorphe Silikate. 

Ein gegebenenfalls einsetzbarer, feinkristalliner, synthetischer und gebundenes Wasser 
enthaltender Zeolith ist vorzugsweise Zeolith A und/oder P. Als Zeolith P wird Zeolith 
MAP® (Handelsprodukt der Firma Crosfield) besonders bevorzugt. Geeignet sind jedoch 
auch Zeolith X sowie Mischungen aus A, X und/oder P. Kommerziell erhaltlich und im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugt einsetzbar ist beispielsweise auch ein 
Co-Kristallisat aus Zeolith X und Zeolith A (ca. 80 Gew.-% Zeolith X), das von der Firma 
CONDEA Augusta S.p.A. unter dem Markennamen VEGOBOND AX® vertrieben wird 
und durch die Formel 

nNa 2 0 (1-n)K 2 0 ■ Al 2 0 3 ■ (2 - 2,5)Si0 2 ■ (3,5 - 5,5) H 2 0 

beschrieben werden kann. Geeignete Zeolithe weisen eine mittlere TeilchengroSe von 
weniger als 10 urn (Volumenverteilung; MeBmethode: Coulter Counter) auf und 
enthalten vorzugsweise 18 bis 22 Gew.-%, insbesondere 20 bis 22 Gew.-% an 
gebundenem Wasser. 

Selbstverstandlich ist auch ein Einsatz der allgemein bekannten Phosphate als 
Buildersubstanzen moglich. sofern ein derartiger Einsatz nicht aus okologischen 
Grunden vermieden werden sollte. Unter der Vielzahl der kommerziell erhaltlichen 
Phosphate haben die Alkalimetallphosphate unter besonderer Bevorzugung von 
Pentanatrium- beziehungsweise Pentakaliumtriphosphat (Natrium- beziehungsw is 
Kaliumtripolyphosphat) in der Wasch- und Reinigungsmittel-lndustrie die grdfite 
Bedeutung. 

Alkalimetallphosphate ist dabei die summarische Bezeichnung fur die Alkalimetall- 
(insbesondere Natrium- und Kalium-) -Salze der verschiedenen Phosphorsauren, bei 
denen man Metaphosphorsauren (HP0 3 ) n und Orthophosphorsaure H 3 P0 4 neben 
hQhermolekularen Vertretem unterscheiden kann. Die Phosphate vereinen dabei 
mehrere Vorteile in sich: Sie wirken als Alkalitrager, verhindem Kalkbelage auf 
Maschinent ilen b zi hungsweise Kalkinkrustation n in G weben und tragen uberdi s 
zur Reinigungsleistung bei. 
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Natriumdihydrogenphosphat. NaH 2 P0 4l xisttert als Dihydrat (Dichte 1,91 gem 3 , 
Schmelzpunkt 60°) und als Monohydrat (Dichte 2,04 gem* 3 ). Beide Salze sind weifle, in 
Wasser sehr leicht losliche Pulver, die beim Erhitzen das Kristallwasser verlieren und bei 
200°C in das schwach saure Diphosphat (Dinatriumhydrogendiphosphat, Na 2 H 2 P 2 0 7 ), 
bei hoherer Temperatur in Natiumtrimetaphosphat (Na 3 P 3 0 9 ) und Maddrellsches Salz 
(siehe unten), ubergehen. NaH 2 P0 4 reagiert sauer; es entsteht, wenn Phosphorsaur mit 
Natronlauge auf einen pH-Wert von 4,5 eingestellt und die Maische verspruht wird. 
Kaliumdihydrogenphosphat (primares oder einbasiges Kaliumphosphat, 
Kaliumbiphosphat, KDP), KH 2 P0 4 , ist ein wei&es Salz der Dichte 2,33 gem 3 , hat in n 
Schmelzpunkt 253° [Zersetzung unter Bildung von Kaliumpolyphosphat (KP0 3 )J und ist 
leicht loslich in Wasser. 

Dinatriumhydrogenphosphat (sekundares Natriumphosphat), Na 2 HP0 4 , ist ein farbloses, 
sehr leicht wasserlosliches kristallines Salz. Es existiert wasserfrei und mit 2 Mol. (Dichte 
2,066 gem" 3 , Wasserverlust bei 95°), 7 Mol. (Dichte 1,68 gem' 3 , Schmelzpunkt 48° unt r 
Verlust von 5 H 2 0) und 12 Mol. Wasser (Dichte 1,52 gem* 3 , Schmelzpunkt 35° unter 
Verlust von 5 H 2 0), wird bei 100° wasserfrei und geht bei starkerem Erhitzen in das 
Diphosphat Na4P 2 0 7 uber. Dinatriumhydrogenphosphat wird durch Neutralisation von 
Phosphorsaure mit Sodalosung unter Verwendung von Phenolphthalein als Indikator 
hergestellt. Dikaliumhydrogenphosphat (sekundares od. zweibasiges Kaliumphosphat), 
K 2 HP0 4 , ist ein amorphes, weiftes Salz, das in Wasser leicht loslich ist. 

Trinatriumphosphat, tertiares Natriumphosphat, Na 3 P0 4( sind farblose Kristalle, die als 
Dodecahydrat eine Dichte von 1,62 gem* 3 und einen Schmelzpunkt von 73-76°C 
(Zersetzung), als Decahydrat (entsprechend 19-20% P 2 O s ) einen Schmelzpunkt von 
100°C und in wasserfreier Form (entsprechend 39-40% P 2 O s ) eine Dichte von 2,536 
gem* 3 aufweisen. Trinatriumphosphat ist in Wasser unter alkalischer Reaktion leicht 
loslich und wird durch Eindampfen einer Losung aus genau 1 Mol Dinatriumphosphat 
und 1 Mol NaOH hergestellt. Trikaliumphosphat (tertiares oder dreibasiges 
Kaliumphosphat), K 3 P0 4 , ist ein wei&es, zerflietJIiches, komiges Pulver der Dichte 2,56 
gem* 3 , hat einen Schmelzpunkt von 1340° und ist in Wasser mit alkalischer Reaktion 
leicht loslich. Es entsteht zum Beispiel beim Erhitzen von Thomasschlacke mit Kohle und 
Kaliumsulfat. Trotz des hSheren Preis s werden in der Reinigungsmittel-lndustri die 
leichter loslichen, daher hochwirksamen, Kaliumphosphate g geniiber entsprechenden 
Natrium-V rbindungen vielfach b vorzugt. 
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Tetranatriumdiphosphat (Natriumpyrophosphat). Na 4 P 2 0 7 . existiert in wasserfrei r Form 
(Dichte 2,534 gem 3 , Schmelzpunkt 988°, auch 880° angegeben) und als Decahydrat 
(Dichte 1,815-1,836 gem* 3 , Schmelzpunkt 94° unter Wasserverlust). Beide Substanzen 
sind farblose, in Wasser mit alkalischer Reaktion losliche Kristalle. NsuP 2 0 7 entsteht 
beim Erhitzen von Dinatriumphosphat auf >200 e C Oder indem man Phosphorsaure mit 
Soda im stbehiometrischem Verhaltnis umsetzt und die Lbsung durch Versprtihen 
entwassert. Das Decahydrat komplexiert Schwermetall-Salze und Hartebildner und 
verringert daher die Harte des Wassers. Kaliumdiphosphat (Kaliumpyrophosphat), 
K4P2O7, existiert in Form des Trihydrats und stellt ein farbloses, hygroskopisches Pulver 
mit der Dichte 2,33 gcm" 3 dar, das in Wasser loslich ist, wobei der pH-Wert der 1%igen 
Losung bei 25° 10,4 betragt. 

Durch Kondensation des NaH 2 P0 4 beziehungsweise des KH 2 P0 4 entstehen 
hohermolekulare Natrium- und Kaliumphosphate, bei denen man cyclische Vertreter, die 
Natrium- beziehungsweise Kaliummetaphosphate und kettenfbrmige Typen. die Natrium- 
beziehungsweise Kaliumpolyphosphate, unterscheiden kann. Insbesondere fur letzter 
sind eine Vielzahl von Bezeichnungen in Gebrauch: Schmelz- Oder GIQhphosphate, 
Grahamsches Salz, Kurrolsches und Maddrellsches Salz. Alle hdheren Natrium- und 
Kaliumphosphate werden gemeinsam als kondensierte Phosphate bezeichnet. 

Das technisch wichtige Pentanatriumtriphosphat, Na 5 P 3 O 10 (Natriumtripolyphosphat). ist 
ein wasserfrei oder mit 6 H z O kristallisierendes, nicht hygroskopisches, weiB s, 
wasserlosiiches Salz der allgemeinen Formel NaO-[P(0)(ONa)-0]n-Na mit n=3. In 
100 g Wasser Ibsen sich bei Zirnmertemperatur etwa 17 g, bei 60° ca. 20 g, bei 100° 
rund 32 g des kristallwasserfreien Salzes; nach zweistundigem Erhitzen der Lbsung auf 
100° entstehen durch Hydrolyse etwa 8% Orthophosphat und 15% Diphosphat. Bei der 
Herstellung von Pentanatriumtriphosphat wird Phosphorsaure mit Sodalbsung oder 
Natronlauge im stbehiometrischen Verhaltnis zur Reaktion gebracht und die Lbsung 
durch VersprOhen entwassert. Ahnlich wie Grahamsches Salz und Natriumdiphosphat 
I6st Pentanatriumtriphosphat viele unlosliche Metall-Verbindungen (auch Kalkseifen 
usw.). Pentakaliumtriphosphat, K 5 P 3 O 10 (Kaliumtripolyphosphat), kommt beispielsw is 
in Form in r 50 Gew.-%-ig n Lbsung (> 23% P 2 0 5l 25% K 2 0) in den Handel. Die 
Kaliumpolyphosphate finden in der Wasch- und Reinigungsmittel-lndustrie breite 
Verwendung. Weiter existieren auch Natriumkaliumtripolyphosphate, welche ebenfalls im 
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Rahmen d r vorliegenden Erfindung einsetzbar sind. Diese entstehen-beispi Isweise, 
w nn man Natriumtrimetaphosphat mit KOH hydrolysiert: 

(NaP0 3 ) 3 + 2 KOH Na 3 K 2 p3O 10 + H 2 0 

Diese sind erfindungsgemaB genau wie Natriumtripolyphosphat, Kaliumtripolyphosphat 
oder Mischungen aus diesen beiden einsetzbar; auch Mischungen aus 
Natriumtripolyphosphat und Natriumkaliumtripolyphosphat oder Mischungen aus 
Kaliumtripolyphosphat und Natriumkaliumtripolyphosphat oder Gemische aus 
Natriumtripolyphosphat und Kaliumtripolyphosphat und Natriumkaliumtripolyphosphat 
sind erfindungsgemaB einsetzbar. 

Als organische Cobuilder kfcnnen in den erfindungsgemalJen Wasch- und 
Reinigungsmitteln insbesondere Polycarboxylate oder Polycarbonsauren, polymere 
Polycarboxylate, Polyasparaginsaure, Polyacetale, gegebenenfalls oxidierte Dextrine, 
weitere organische Cobuilder (siehe unten) sowie Phosphonate eingesetzt werden. 
Diese Stoffklassen werden nachfolgend beschrieben. 

Brauchbare organische Geriistsubstanzen sind beispielsweise die in Form ihr r 
Natriumsalze einsetzbaren Polycarbonsauren, wobei unter Polycarbonsauren solche 
Carbonsauren verstanden werden, die mehr als eine Saurefunktion tragen. 
Beispielsweise sind dies Citronensaure, Adipinsaure, Bernsteinsaure, Glutarsaure, 
Apfelsaure, Weinsaure, Maleinsaure, FumarsSure, Zuckersauren, Aminocarbonsauren, 
Nitrilotriessigsaure (NTA), sofem ein derartiger Einsatz aus Skologischen Grunden nicht 
zu vermeiden ist, sowie Mischungen aus diesen. Bevorzugte Salze sind die Salz d r 
Polycarbonsauren wie CitronensSure, Adipinsaure, Bernsteinsaure, Glutarsaure, 
Weinsaure, Zuckersauren und Mischungen aus diesen. 

Auch die Sauren an sich kdnnen eingesetzt werden. Sie besitzen neben ihr r 
Builderwirkung typischerweise auch die Eigenschaft einer Sauerungskomponente und 
dienen somit auch zur Einstellung eines niedrigeren und milderen pH-Wertes von 
Wasch- oder Reinigungsmitteln, sofern nicht der sich durch die Mischung der Qbrig n 
Kompon nten ergebend pH-Wert gewunscht ist. Insbesondere sind hi rbei system- 
unbd umw Itvertragliche Sauren wie Citronensaure, EssigsSure, Weinsaur , Apfelsaure, 
MilchsSure, Glykolsaure, Bernsteinsaure, Glutarsaure, Adipinsaure, Gluconsaure und 
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beliebige Mischungen aus diesen zu nenn n. Aber auch Mineralsauren. insb sondere 
Schwefelsaure Oder Basen, insbesondere Ammonium- oder Alkalihydroxide kdnnen ais 
pH-Regulator n di nen. Derartige R gulatoren sind in den erfindungema&en Mitteln in 
Mengen von vorzugsweise nicht uber 20 Gew.-%, insbesondere von 1,2 Gew.-% bis 17 
Gew.-%, enthalten. 

Als Builder sind weiter polymere Polycarboxylate geeignet, dies sind beispielsweise die 
Alkalimetallsalze der Polyacrylsaure oder der Polymethacrylsaure, beispielsweise solch 
mit einer relativen MolekCilmasse von 500 bis 70 000 g/mol. 

Bei den fur polymere Polycarboxylate angegebenen Molmassen handelt es sich im 
Sinne dieser Schrift urn gewichtsmittlere Molmassen M w der jeweiligen Saureform, die 
grundsatzlich mittels Gelpermeationschromatographie (GPC) bestimmt wurden, wob i 
ein UV-Detektor eingesetzt wurde. Die Messung erfolgte dabei gegen einen externen 
Polyacrylsaure-Standard, der aufgrund seiner strukturellen Verwandtschaft mit den 
untersuchten Polymeren realistische Molgewichtswerte liefert. Diese Angaben weichen 
deutlich von den Molgewichtsangaben ab, bei denen Polystyrolsulfonsauren als 
Standard eingesetzt werden. Die gegen Polystyrolsulfonsauren gemessenen Molmass n 
sind in der Regel deutlich hdher als die in dieser Schrift angegebenen Molmassen. 

Geeignete Polymere sind insbesondere Polyacrylate, die bevorzugt eine MolekOlmasse 
von 2 000 bis 20 000 g/mol aufweisen. Aufgrund ihrer uberlegenen Ldslichkeit kdnnen 
aus dieser Gruppe wiederum die kurzkettigen Polyacrylate, die Molmassen von 2 000 bis 
10 000 g/mol, und besonders bevorzugt von 3 000 bis 5 000 g/mol, aufweisen, bevorzugt 
sein. 

Geeignet sind weiterhin copolymere Polycarboxylate, insbesondere solche d r 
Acrylsaure mit Methacrylsaure und der Acrylsaure oder Methacrylsaure mit Maleinsaure. 
Als besonders geeignet haben sich Copolymere der Acrylsaure mit Maleinsaure 
erwiesen, die 50 bis 90Gew.-% Acrylsaure und 50 bis 10Gew.-% Maleinsaure 
enthalten. Ihre relative MolekOlmasse, bezogen auf freie Sauren, betragt im allgemeinen 
2 000 bis 70 000 g/mol, vorzugsweise 20 000 bis 50 000 g/mol und insbesondere 
30 000 bis 40 000 g/mol. Die (co-) polymeren Polycarboxylate kdnnen entweder als 
Pulv r oder als wass rig Ldsung inges tzt werden. D r G hart der Mittel an 



WO 03/014358 



PCT/EP02/08391 



39 

(co-)polymeren Polycarboxylaten kann von 0,5 bis 20 Gew.-%, insbesond re 1 bis 10 
Gew.-%, betragen. 

Zur Verbesserung der Wasserloslichkeit konnen die Polymere auch Allylsulfonsauren, 
wie beispielsweise Allyloxybenzolsulfonsaure und Methallylsulfonsaure, als Monomer 
enthalten. 

Insbesondere bevorzugt sind auch biologisch abbaubare Polymere aus mehr als zwei 
verschiedenen Monomereinheiten, beispielsweise solche, die als Monomere Salz der 
Acrylsaure und der Maleinsaure sowie Vinylalkohol beziehungsweise Vinylalkohol- 
Derivate Oder die als Monomere Salze der Acrylsaure und der 2-Alkylailylsulfonsaure 
sowie Zucker-Derivate enthalten. 

Weitere bevorzugte Copolymere sind solche, die als Monomere vorzugsweise Acrolein 
und Acrylsaure/Acrylsauresalze beziehungsweise Acrolein und Vinylacetat aufweisen. 

Ebenso sind als weitere bevorzugte Buildersubstanzen polymere Aminodicarbonsauren, 
deren Salze Oder deren Vorlaufersubstanzen zu nennen. Besonders bevorzugt sind 
Polyasparaginsauren beziehungsweise deren Salze und Derivate. 

Weitere geeignete Buildersubstanzen sind Polyacetale, welche durch Umsetzung von 
Dialdehyden mit Polyolcarbonsauren, welche 5 bis 7 C-Atome und mindestens 3 
Hydroxylgruppen aufweisen, erhalten werden konnen. Bevorzugte Polyacetale werd n 
aus Dialdehyden wie Glyoxal, Glutaraldehyd, Terephthalaldehyd sowie der n 
Gemischen und aus Polyolcarbonsauren wie Gluconsaure und/oder Glucoheptonsaure 
erhalten. 

Weitere geeignete organische Buildersubstanzen sind Dextrine, beispielsw ise 
Oligomere beziehungsweise Polymere von Kohlenhydraten, die durch partielle Hydrolyse 
von Starken erhalten werden konnen. Die Hydrolyse kann nach ublichen, beispielsweise 
saure- Oder enzymkatalysierten Verfahren durchgefuhrt werden. Vorzugsweise hand It 
es sich urn Hydrolyseprodukte mit mittleren Molmassen im Bereich von 400 bis 
500 000g/mol. Dabei ist ein Polysaccharid mit inem D xtrose-Aquival nt (DE) im 
B reich von 0,5 bis 40, insbesondere von 2 bis 30 bevorzugt, wobei DE ein 
g brauchliches MaB fur die reduzierende Wirkung ines Polysaccharids im Vergl ich zu 
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Dextrose ist, welche ein DE von 100 besitzt. Brauchbar sind sowohl Maltodextrine mit 
einem DE zwischen 3 und 20 und Trockenglucosesirup mit inem DE zwischen 20 und 
37 als auch sogenannte Gelbdextrine und WeiBdextrine mit hoheren Molmassen im 
Bereich von 2 000 bis 30 000 g/mol. 

Bei den oxidierten Derivaten derartiger Dextrine handelt es sich urn deren 
Umsetzungsprodukte mit Oxidationsmitteln, welche in der Lage sind, mindestens eine 
Alkoholfunktion des Saccharidrings zur Carbonsaurefunktion zu oxidieren. Besonders 
bevorzugte organische Builder fOr erfindungsgema&e Mittel sind oxidierte Starken, 
beziehungsweise deren Derivate aus den Anmeldungen EP 472 042, WO 97/25399, und 
EP 755 944. 

Auch Oxydisuccinate und andere Derivate von Disuccinaten, vorzugsweise 
Ethylendiamindisuccinat, sind weitere geeignete Cobuilder. Dabei wird Ethylendiamin- 
N,N'-disuccinat (EDDS) bevorzugt in Form seiner Natrium- oder Magnesiumsalze 
verwendet. Weiterhin bevorzugt sind in diesem Zusamrnenhang auch 
Glycerindisuccinate und Glycerintrisuccinate. Geeignete Einsatzmengen liegen in 
zeolithhaltigen und/oder silicathaltigen Formulierungen zwischen 3 und 15 Gew.-%. 

Weitere brauchbare organische Cobuilder sind beispielsweise acetyli rt 
Hydroxycarbonsauren beziehungsweise deren Salze, welche gegebenenfalls auch in 
Lactonform vorliegen kdnnen und welche mindestens 4 Kohlenstoffatome und 
mindestens eine Hydroxygruppe sowie maximal zwei SSuregruppen enthalten. 

Eine weitere Substanzklasse mit Cobuildereigenschaften stellen die Phosphonate dar. 
Dabei handelt es sich insbesondere um Hydroxyalkan- beziehungsw ise 
Aminoalkanphosphonate. Unter den Hydroxyalkanphosphonaten ist das 1- 
Hydroxyethan-1,1-diphosphonat (HEDP) von besonderer Bedeutung als Cobuilder. Es 
wird vorzugsweise als Natriumsalz eingesetzt, wobei das Dinatriumsalz neutral und das 
Tetranatriumsalz alkalisch (pH 9) reagiert. Als Aminoalkanphosphonate kommen 
vorzugsweise Ethylendiamintetramethylenphosphonat (EDTMP), Diethylentriamin- 
pentamethylenphosphonat (DTPMP) sowie deren hfihere Homologe in Frage. Si 
werden vorzugsweise in Form der neutral reagierenden Natriumsalz , zum Beispiel als 
Hexanatriumsalz der EDTMP beziehungsweise als H pta- und Octa-Natriumsalz der 
DTPMP, eingesetzt. Als Builder wird dabei aus der Klasse d r Phosphonate bevorzugt 
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HEDP verwendet. Die Aminoalkanphosphonate besitzen zudem ein ausgeprSgtes 
Schwermetallbindevermogen. Dementsprechend kann es, insbesondere wenn die Mittel 
auch Bleiche enthalten, bevorzugt sein, Aminoalkanphosphonate, insbesondere DTPMP, 
einzusetzen, oder Mischungen aus den genannten Phosphonaten zu verwenden. 

Daruberhinaus kdnnen alle Verbindungen, die in der Lage sind, Komplexe mit 
Erdalkaliionen auszubilden, als Cobuilder eingesetzt werden. 

Buildersubstanzen konnen in den erfindungsgemaBen Mitteln gegebenenfalls in Mengen 
bis zu 90 Gew.-% enthalten sein. Sie sind vorzugsweise in Mengen bis zu 75 Gew.-% 
enthalten. ErfindungsgemaBe Waschmittel weisen Buildergehalte von insbesondere 
5 Gew.-% bis 50Gew.-% auf. In erfindungsgemaBen Mitteln fur die Reinigung harter 
Oberflachen, insbesondere zur maschinellen Reinigung von Geschirr, betragt der G halt 
an Buildersubstanzen insbesondere 5 Gew.-% bis 88 Gew.-%, wobei in derartigen 
Mitteln vorzugsweise keine wasserunloslichen Buildermaterialien eingesetzt werden. In 
einer bevorzugten Ausfuhrungsform erfindungsgemaBer Mittel zur insbesondere 
maschinellen Reinigung von Geschirr sind 20 Gew.-% bis 40 Gew.-% wasserloslicher 
organischer Builder, insbesondere Alkalicitrat, 5 Gew.-% bis 15Gew.-% Alkalicarbonat 
und 20 Gew.-% bis 40 Gew.-% Alkalidisilikat enthalten. 

Losungsmittel, die in den flussigen bis gelformigen Zusammensetzungen von Wasch- 
und Reinigungsmitteln eingesetzt werden konnen, stammen beispielsweise aus der 
Gruppe ein- oder mehrwertigen Alkohole, Alkanolamine oder Glycolether, sofern si im 
angegebenen Konzentrationsbereich mit Wasser mischbar sind. Vorzugsweise werd n 
die Losungsmittel ausgewahlt aus Ethanol, n- oder i-Propanol, Butanolen, 
Ethylenglykolmethylether, Ethylenglykolethylether, Ethylenglykolpropylether, 

Ethylenglykolmono-n-butylether, Diethylenglykol-methylether, Diethylenglykolethylether, 
Propylenglykolmethyl-, -ethyl- oder -propyl-ether, Dipropylenglykolmonomethyl-, oder - 
ethylether, Di-isopropylenglykolmonomethyl-, oder -ethylether, Methoxy-, Ethoxy- oder 
Butoxytriglykol, 1-Butoxyethoxy-2-propanol, 3-Methyl-3-methoxybutanol t Propylen-glykol- 
t-butylether sowie Mischungen dieser Losungsmittel. 

Losungsmittel kfinn n in den erfindungsgemaB n flussigen bis g Iformigen Wasch- und 
Reinigungsmitteln in Meng n zwischen 0,1 und 20 G w.-%, bevorzugt aber unter 15 
Gew.-% und insbesondere unt rhalb von 10 Gew.-% ing setzt werden. 
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Zur Einstellung der Viskositat konnen erfindungsgema&en Zusammensetzungen ein 
Oder mehr re Verdick.r, beziehungsweise Verdickungssysteme zugesetzt werd n. 
Diese hochmolekularen Stoffe, die auch Quell(ungs)mittel genannt werden, saugen 
meist die Flussigkeiten auf und quellen dabei auf, um schlielilich in zahfliissige echte 
Oder kolloide Losungen uberzugehen. 

Geeignete Verdicker sind anorganische Oder polymere organische Verbindungen. Zu 
den anorganischen Verdickem zahlen beispielsweise Polykieselsauren, Tonmineralien 
wie Montmorillonite, Zeolithe, Kieselsauern und Bentonite. Die organischen Verdicker 
stammen aus den Gruppen der natQrlichen Polymere, der abgewandelten natiiriich n 
Polymere und der vollsynthetischen Polymere. Solche aus der Natur stammenden 
Polymere sind beispielsweise Agar-Agar, Carrageen, Tragant, Gummi arabicum, 
Alginate, Pektine, Polyosen, Guar-Mehl, Johannisbrotbaumkemmehl, StaYke, Dextrine, 
Gelatine und Casein. Abgewandelte Naturstoffe, die als Verdicker verwendet werden, 
stammen vor allem aus der Gruppe der modifizierten Starken und Cellulos n. 
Beispielhaft seien hier Carboxymethylcellulose und andere Celluloseether, Hydroxyethyl- 
und -propylcellulose sowie Kernmehlether genannt. Vollsynthetische Verdicker sind 
Polymere wie Polyacryl- und Polymethacryl-Verbindungen, Vinylpolym re, 
Polycarbonsauren, Polyether, Polyimine, Polyamide und Polyurethane. 

Die Verdicker konnen in einer Menge bis zu 5 Gew.-%, vorzugsweise von 0,05 bis 2 
Gew.-%, und besonders bevorzugt von 0,1 bis 1,5 Gew.-%, bezogen auf die fertige 
Zusammensetzung, enthalten sein. 

Das erfindungsgemSUe Wasch- und Reinigungsmittel kann gegebenenfalls als weitere 
ubliche Inhaltsstoffe Sequestrierungsmittel, Elektrolyte und weitere Hilfsstoffe, wi 
optische Aufheller, Vergrauungsinhibitoren, Silberkorrosionsinhibitoren, Farbuber- 
tragungsinhibitoren, Schauminhibitoren, Abrasivstoffe, Farb- und/oder Duftstoffe, sowie 
mikrobielle Wirkstoffe und/oder UV-Absorbenzien enthalten. 

Erfindungsgemafte Textilwaschmittel konnen als optische Aufheller Derivate d r 
DiaminostilbendisulfonsSure bezi hungsweise deren Alkalimetallsalze enthalten. 
Geeignet sind zum Beispiel Salze der 4,4 , -Bis(2-anilino-4-morpholino-1,3,5-triazinyl-6- 
amino)stilben-2,2'-disulfonsaure od r gi ichartig aufgebaute Verbindung n, di anstelle 
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der Morpholino-Gruppe in Diethanolaminogruppe, eine Methylaminogruppe, eine 
Anilinogruppe oder eine 2-Methoxyethylaminogruppe tragen. Weit rtiin konnen Aufhelier 
vom Typ der substituierten Diphenylstyryle anwesend sein, zum Beispiel die Alkalisalze 
des 4,4-Bis(2-sulfostyryI)-diphenyls, 4,4'-Bis(4-chlor-3-sulfostyryl)-diphenyls, oder 4-(4- 
Chlorstyryl)-4 , -(2-sulfostyryI)-diphenyls. Auch Gemische der vorgenannten optischen 
Aufhelier konnen verwendet werden. 

Vergrauungsinhibitoren haben die Aufgabe, den von der Textilfaser abgelosten Schmutz 
in der Flotte suspendiert zu halten. Hierzu sind wasserlosliche Kolloide meist organischer 
Natur geeignet, beispielsweise Starke, Leim, Gelatine, Salze von Ethercarbonsaur n 
oder Ethersulfonsauren der Starke oder der Cellulose oder Salze von sauren 
Schwefelsaureestern der Cellulose oder der Starke. Auch wasserlosliche, saure 
Gruppen enthaltende Polyamide sind fur diesen Zweck geeignet. Weiterhin lassen sich 
andere als die obengenannten Starkederivate verwenden, zum Beispiel Aldehydstarken. 
Bevorzugt werden Celluloseether, wie Carboxymethylcellulose (Na-Salz), 
Methylcellulose, Hydroxyalkylcellulose und Mischether, wie Methylhydroxyethylcellulos , 
Methylhydroxypropylceilulose, Methylcarboxymethylcellulose und deren Gemische, bei- 
spielsweise in Mengen von 0,1 bis 5 Gew.-%, bezogen auf die Mittel, eingesetzt. 

Urn einen Silberkorrosionsschutz zu bewirken, konnen in erfindungsgemaUen 
Reinigungsmitteln fur Geschirr Silberkorrosionsinhibitoren eingesetzt werden. Solche 
sind aus dem Stand derTechnik bekannt, beispielsweise Benzotriazole, Eisen(lll)-chlorid 
oder C0SO4. Wie beispielsweise aus der europaischen Patentschrift EPO 736084 B1 
bekannt ist, sind fur die gemeinsame Verwendung mit Enzymen besonders geeignete 
Silberkorrosionsinhibitoren Mangan-, Titan-, Zirkonium-, Hafnium-, Vanadium-, Cobalt- 
oder Cersalze und/oder -komplexe, in denen die genannten Metalle in einer d r 
Oxidationsstufen II, III, IV, V oder VI vorliegen. Beispiele fur derartige Verbindungen sind 
MnS0 4 , V 2 0 5 , V 2 0 4 , V0 2l TiOS0 4l K 2 TiF 6 , K 2 ZrF 6 , Co(N0 3 ) 2l Co(N0 3 ) 3 , sowie d ren 
Gemische. 

"Soil-Release"-Wirkstoffe oder ,, Soil-Repellents n sind zumeist Polymere, die bei der 
Verwendung in einem Waschmittel der WSschefaser schmutzabstoliende Eigenschaften 
verleih n und/oder das Schmutzablosev rmogen der ubrigen Waschmitt lb standteile 
unterstutzen. Ein vergleichbar r Effekt kann auch bei deren Einsatz in Reinigungsmitteln 
fur harte Oberflachen beobachtet werd n. 
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Besonders wirksame und seit langer Zeit bekannt Soil-Release-Wirkstoffe sind 
Copolyester mit Dicarbonsaure-, Alkylenglykol- und Polyalkylenglykoleinheiten. Beispiele 
dafiir sind Copolymere Oder Mischpolymere aus Polyethylenterephthalat und 
Polyoxyethylenglykol (DT 16 17 141, beziehungsweise DT22 00 911). In der deutschen 
Offenlegungsschrift DT 22 53 063 sind saure Mittel genannt, die unter anderem ein 
Copolymer aus einer dibasigen Carbonsaure und einem Alkylen- oder 
Cycloalkylenpolyglykol enthalten. Polymere aus Ethylenterephthalat und 
Polyethylenoxid-terephthalat und deren Einsatz in Waschmitteln sind in den deutsch n 
Schriften DE 28 57 292 und DE 33 24 258 und der Europaischen Patentschrift 
EP 0 253 567 beschrieben. Das europaische Patent EP 066944 betrifft Mittel, die inen 
Copolyester aus Ethylenglykol, Polyethylenglykol, aromatischer Dicarbonsaure und 
sulfonierter aromatischer Dicarbonsaure in bestimmten Molverhaltnissen enthalten. Aus 
dem europaischen Patent EP 0 185 427 sind Methyl- oder Ethylgruppen- 
endverschlossene Polyester mit Ethylen- und/oder Propylen-terephthalat- und 
Polyethylenoxid-terephthalat-Einheiten und Waschmitel, die derartiges Soil-release- 
Polymer enthalten, bekannt. Das europaische Patent EP 0 241 984 betrifft inen 
Polyester, der neben Oxyethylen-Gruppen und Terephthalsaureeinheiten auch 
substituierte Ethyleneinheiten sowie Glycerineinheiten enthSlt. Aus dem europaisch n 
Patent EP 0 241 985 sind Polyester bekannt. die neben Oxyethylen-Gruppen und 
Terephthalsaureeinheiten 1 ,2-Propylen-, 1,2-Butylen- und/oder 3-Methoxy-1 ,2- 
propylengruppen sowie Glycerineinheiten enthalten und mit d- bis C-Alkylgruppen 
endgruppenverschlossen sind. Aus der europaischen Patentanmeldung EP 0 272033 
sind zumindest anteilig durch C^-Alkyl- oder Acylreste endgruppenverschloss ne 
Polyester mit Poly-propylenterephthalat- und Polyoxyethylenterephthalat-Einheiten 
bekannt. Das europaische Patent EP 0274 907 beschreibt sulfoethyl- 
endgruppenverschlossene terephthalathaltige Soil-release-Polyester. GemaS d r 
europaischen Patentanmeldung EP 0 357 280 werden durch Sulfonierung ungesattigt r 
Endgruppen Soil-Release-Polyester mit Terephthalat-, Alkylenglykol- und Poly-C 2 -i- 
Glykol-Einheiten hergestellt. Die internationale Patentanmeldung WO 95/32232 betrifft 
saure. aromatische schmutzablosevermogende Polyester. Aus der internationalen 
Patentanmeldung WO 97/31085 sind nicht polymere soil-repellent-Wirkstoffe fur 
Materiali n aus Baumwolle mit m hr ren funktionell n Einheiten b kannt: Eine erste 
Einheit, die b ispi Isw is kationisch s in kann. ist zur Adsorpti n auf di 
Baumwolloberflache durch lektrostatische Wechs Iwirkung befahigt, und eine zweite 
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Einheit, die hydrophob ausgebildet ist, ist verantwortlich fur das Verbleiben d s 
Wirkstoffs an der Wasser/ Baumwolle-Grenzflache. 

Zu den fur den Einsatz in erfindungsgemaSen Textilwaschmitteln in Frage kommend n 
Farbubertragungsinhibitoren gehoren insbesondere Polyvinylpyrrolidone, Polyvinyl- 
imidazole, polymere N-Oxide wie Poly-(vinylpyridin-N-oxid) und Copolymere von Vinyl- 
pyrrolidon mit Vinylimidazol. 

Beim Einsatz in maschinellen Reinigungsverfahren kann es von Vorteil sein, den Mitt In 
Schauminhibitoren zuzusetzen. Als Schauminhibitoren eignen sich beispielsweise Seifen 
naturlicher oder synthetischer Herkunft, die einen hohen Anteil an Ci 8 -C 2 4-Fettsaur n 
aufweisen. Geeignete nichttensidartige Schauminhibitoren sind beispielsweise 
Organopolysiloxane und deren Gemische mit mikrofeiner, gegebenenfalls silani rter 
Kieselsaure sowie Paraffine, Wachse, Mikrokristallinwachse und deren Gemische mit 
silanierter Kieselsaure oder Bistearylethylendiamid. Mit Vorteilen werden auch Gemische 
aus verschiedenen Schauminhibitoren verwendet, zum Beispiel solche aus Silikonen, 
Paraffinen oder Wachsen. Vorzugsweise sind die Schauminhibitoren, insbesondere 
Silikon- und/oder Paraffin-haltige Schauminhibitoren, an eine granulare, in Wasser 
losliche, beziehungsweise dispergierbare Tragersubstanz gebunden. Insbesondere sind 
dabei Mischungen aus Paraffinen und Bistearylethylendiamiden bevorzugt 

Ein erfindungsgema&es Reinigungsmittel fur harte Oberflachen kann daruber hinaus 
abrasiv wirkende Bestandteile, insbesondere aus der Gruppe umfassend Quarzmehle, 
Holzmehle, Kunststoffmehle, Kreiden und Mikroglaskugeln sowie deren Gemische, 
enthalten. Abrasivstoffe sind in den erfindungsgemaiien Reinigungsmitteln vorzugsw ise 
nicht uber 20 Gew.-%, insbesondere von 5 Gew.-% bis 15 Gew.-%, enthalten. 

Farb- und Duftstoffe werden Wasch- und Reinigungsmitteln zugesetzt, urn den 
asthetischen Eindruck der Produkte zu verbessern und dem Verbraucher neben der 
Wasch- und Reinigungsleistung ein visuell und sensorisch "typisches und 
unverwechselbares" Produkt zur Verfugung zu stellen. Als Parfumole beziehungsweis 
Duftstoffe kfinnen einzelne Riechstoffverbindungen, zum Beispiel die synthetischen 
Produkte vom Typ der Ester, Ether, Aldehyde, Ketone, Alkohol und Kohl nwasserstoffe 
verwendet werden. Riechstoffverbindungen vom Typ der Ester sind zum Beispiel 
Benzylacetat, Phenoxyethylisobutyrat, p-tert-Butylcyclohexylacetat, Linalylacetat, 
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Dimethylbenzyl-carbinylacetat, Phenylethylacetat, Linaiylbenzoat Benzylformiat, 

Ethylmethylphenyl-glycinat, Allylcyclohexylpropionat, Styrallylpropionat und 
Benzylsalicylat. Zu den Ethem zShlen beispielsweise Benzylethylether, zu den 
Aldehyden zum Beispiel die linearen Alkanale mit 8-18 C-Atomen, Citral, Citronellal, 
Citronellyloxyacetaldehyd, Cyclamenaldehyd, Hydroxycitronellal, Lilial und Bourgeonal, 
zu den Ketonen zum Beispiel die Jonone, a-lsomethylionon und Methyl-cedrylketon, zu 
den Alkoholen Anethol, Citronellol, Eugenol, Geraniol, Linalool, Phenylethylalkohol und 
Terpineol. zu den Kohlenwasserstoffen gehoren hauptsachlich die Terpene wie Limonen 
und Pinen. Bevorzugt werden jedoch Mischungen verschiedener Riechstoffe verwendet, 
die gemeinsam eine ansprechende Duftnote erzeugen. Solche Parfumole konnen auch 
natiirliche Riechstoffgemische enthalten, wie sie aus pflanzlichen Quellen zuganglich 
sind, zum Beispiel Pine-r Citrus-, Jasmin-, Patchouly-, Rosen- oder Ylang-Ylang-Ol. 
Ebenfalls geeignet sind Muskateller, SalbeiSI, Kamillenol, Nelken6l, Melissendl, Minzol, 
ZimtbiatterSI, Lindenbluten6l, Wacholderbeerol, Vetiverol, Olibanumol, Galbanumol und 
Labdanumol sowie OrangenbliitenSI,. Neroliol. Orangenschalendl und Sandelholzol. 
Ublicherweise liegt der Gehalt von Wasch- und Reinigungsmitteln an Farbstoffen unter 
0.01 Gew.-%, wahrend Duftstoffe bis zu 2 Gew.-% der gesamten Formulierung 
ausmachen konnen. 

Die Duftstoffe konnen direkt in die Wasch- und Reinigungsmittel eingearbeitet werden. 
es kann aber auch vorteilhaft sein, die Duftstoffe auf Trager aufzubringen. die die 
Haftung des Parfums auf dem Reinigungsgut verstarken und durch eine langsamere 
Duftfreisetzung fur langanhaltenden Duft, insbesondere von behandelten Textili n 
sorgen. Als solche Tragermaterialien haben sich beispielsweise Cyclodextrine bewShrt, 
wobei die Cyclodextrin-ParfOm-Komplexe zusatzlich noch mit weiteren Hilfsstoffen 
beschichtet werden konnen. Ein weiter bevorzugter Trager fiir Duftstoffe ist der 
beschriebene Zeolith X, der anstelle von oder in Mischung mit Tensiden auch Duftstoffe 
aufnehmen kann. Bevorzugt sind daher Wasch- und Reinigungsmittel, die den 
beschriebenen Zeolith X und Duftstoffe. die vorzugsweise zumindest teilweise an dem 
Zeolithen absorbiert sind, enthalten. 

Bevorzugte Farbstoffe, deren Auswahl dem Fachmann keinerlei Schwierigkeit ber itet, 
besitz n eine hoh Lagerstabilitat und Unempfindlichkeit geg nQber den Obrigen 
Inhaltsstoffen d r Mittel und gegen Licht sowi k in ausgepragte Substantivit^t 
gegenOber T xtilfasern, urn diese nicht anzufSrben. 
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Zur Bekampfung von Mikroorganismeri konnen Wasch- oder Reinigungsmittel 
antimikrobielle Wirkstoffe enthalten. Hierbei unterscheidet man je nach antimikrobiellem 
Spektrum und Wirkungsmechanismus zwischen Bakteriostatika und Bakteriziden, 
Fungistatika und Fungiziden usw. Wichtige Stoffe aus diesen Gruppen sind 
beispielsweise Benzalkoniumchloride, Alkylarylsulfonate, Halogenphenole und 
Phenolmercuriacetat. Die Begriffe antimikrobielle Wirkung und antimikrobieller Wirkstoff 
haben im Rahmen der erfindungsgemaBen Lehre die fachubliche Bedeutung, die 
beispielsweise von K. H. Wallhau&er in „Praxis der Sterilisation, Desinfektion - 
Konservierung : Keimidentifizierung - Betriebshygiene" (5. Aufl. - Stuttgart; New York : 
Thieme, 1995) wiedergegeben wird, wobei alle dort beschriebenen Substanzen mit 
antimikrobieller Wirkung eingesetzt werden konnen. Geeignete antimikrobielle Wirkstoffe 
sind vorzugsweise ausgewahlt aus den Gruppen der Alkohole, Amine, Aldehyde, 
antimikrobiellen Sauren beziehungsweise deren Salze, Carbonsaureester, SSureamide, 
Phenole, Phenolderivate, Diphenyle, Diphenylalkane, Harnstoffderivate, Sauerstoff-, 
Stickstoff-acetale sowie -formale, Benzamidine, Isothiazoline, Phthalimidderivate, Pyri- 
dinderivate, antimikrobiellen oberflachenaktiven Verbindungen, Guanidine, anti- 
mikrobiellen amphoteren Verbindungen, Chinoline, 1 ,2-Dibrom-2,4-dicyanobutan, lodo-2- 
propyl-butyl-carbamat, lod, lodophore, Peroxoverbindungen, Halogenverbindungen 
sowie beliebigen Gemischen der voranstehenden. 

Der antimikrobielle Wirkstoff kann dabei ausgewahlt sein aus Ethanol, n-Propanol, i- 
Propanol, 1,3-Butandiol, Phenoxyethanol, 1,2-Propylenglykol, Glycerin, Undecylensaure, 
Benzoesaure, Salicylsaure, Dihydracetsaure, o-Phenylphenol, N-Methylmorpholin- 
acetonitril (MMA), 2-Benzyl-4-chlorphenol, 2,2-Methylen-bis-(6-brom-4-chlorphenol), 
4,4'-Dichlor-2-hydroxydiphenylether (Dichlosan), 2,4,4'-Trichior-2 , -hydroxydiphenyl ther 
(Trichlosan), Chlorhexidin, N-(4-Chlorphenyl).N-(3,4-dichlorphenyl)-harnstoff, N.NXLIO- 
decan-diyldi-1-pyridinyl-4-yliden)-bis-(1-octanamin)-dihydrochlorid, N,N'-Bis-(4-chlorph - 
nyl)-3,12-diimino-2,4,1 1 ,13-tetraaza-tetradecandiimidamid, Glucoprotaminen, antimikro- 
biellen oberflachenaktiven quaternaren Verbindungen, Guanidinen einschl. den Bi- und 
Polyguanidinen, wie beispielsweise 1 ,6-Bis-(2-ethylhexyl-biguanido-hexan)- 
dihydrochlorid, 1 ,6-Di-(N 1 ,N l , -phenyldiguanido-N5,N 5 , )-hexan-tetrahydochlorid l 1 ,6-Di- 
(Ni.Nn'-phenyl-Nt.Ni-methyldiguanido-N^Ns'J-hexan-dihydrochlorid, I.e-DKNi.Nt'-o- 
chlorophenyldiguanido- N 5 ,N 5 ')-hexan-dihydrochlorid, 1.6-DKNLN/-2.6- 

dichlorophenyldiguanido-Ns.NsJhexan-dihydrochlorid, I.S-Di-lNn.NV-beta^p- 
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methoxyphenyl) diguanido-Ns.Ns'J-hexane-dihydrochlorid, 1 .e-D^Nt.Ni'-alpha-methyi- 
. beta .-phenyldiguanido-Ns. N 5 ' )-hexan-dihydrochlorid , 1 ,6-Di-(N, , N , '-p- 

nitrophenyldiguanido-Ns,N s ')hexan-dihydrochlorid, omega:omega-Di-( Ni.N,'- 
phenyldiguanido-Ns.Ns'J-di-n-propylether-dihydrochlorid, omegaiomega'-DKNLN^-p- 
chlorophenyldiguanido-N5,N 5 ')-di-n-propylether-tetrahydrochlorid, I.S-DKNlN,'^^- 
dichlorophenyldiguanido-Ns.Ns'Jhexan-tetrahydrochlorid, I.e-DKN^Nt'-p- 
methylphenyldiguanido- N 5 ,Ns*)hexan-dihydrochlorid, 1 ,6-DKNi.Ni < -2,4,5- 

trichlorophenyldiguanido-N 5 ,N 5 ')hexan-tetrahydrochlorid, I.e-Di-flMi.N^-alpha-fp- 
chlorophenyl) ethyldiguanido-N s ,N s '] hexan-dihydrochlorid, omegaiomega-DKNLN^-p- 
chlorophenyldiguanido-N 5 ,N 5 ')m-xylene-dihydrochlorid, 1,12-Di-(N 1l N 1 '-p- 
chlorophenyldiguanido-Ns.Ns') dodecan-dihydrochlorid, 1 .lO-DHNLN^-phenyldiguanido- 
Ns.Ns'Hecan-tetrahydrochlorid, 1,12-DKNi,Ni'-phenyldiguaniclo- Ns.Ns*) dod can- 
tetrahydrochlorid, I.e-DKN^N^-o-chlorophenyldiguanido- Ns.Ns') hexan-dihydrochlorid, 
I.S-DHNLNi'-o-chlorophenyldiguanido- Ns.Ns') hexan-tetrahydrochlorid, Ethylen-bis-(1- 
tolyl biguanid), Ethylen-bis-(p-tolyl biguanide). Ethylen-bis-(3,5-dimethylphenylbiguanid), 
Ethylen-bis-(p-tert-amylphenylbiguanid), Ethylen-bis-(nonylphenylbiguanid), Ethylen-bis- 
(phenylbiguanid), Ethylen-bis-(N-butylphenylbiguanid), Ethylen-bis (2,5- 
diethoxyphenylbiguanid), Ethylen-bis (2,4-dimethylphenyl biguanid), Ethylen-bis (o- 
diphenylbiguanid). Ethylen-bis (mixed amyl naphthylbiguanid), N-Butyl-ethylen-bis- 
(phenylbiguanid), Trimethylen bis (o-tolylbiguanid), N-Butyl-trimethyle- bis-(phenyl 
biguanide) und die entsprechenden Salze wie Acetate, Gluconate, Hydrochloride, 
Hydrobromide, Citrate, Bisulfite, Fluoride, Polymaleate, N-Cocosalkylsarcosinate, 
Phosphite, Hypophosphite. Perfluorooctanoate, Silicate, Sorbate, Salicylate, Maleate, 
Tartrate, Fumarate, Ethylendiamintetraacetate, Iminodiacetate, Cinnamate, Thiocyanate, 
Arginate, Pyromellitate, Tetracarboxybutyrate. Benzoate, Glutarate, 
Monofluorphosphate, Perfluorpropionate sowie beliebige Mischungen davon. Weiterhin 
eignen sich halogenierte Xylol- und Kresolderivate, wie p-Chlormetakresol Oder p-Chlor- 
meta-xylol, sowie natiirliche antimikrobielle Wirkstoffe pflanzlicher Herkunft (zum Beispi I 
aus Gewiirzen Oder Krautern), tierischer sowie mikrobieller Herkunft. Vorzugsweise 
kdnnen antimikrobiell wirkende oberflachenaktive quaternare Verbindungen, ein 
natQrlicher antimikrobieller Wirkstoff pflanzlicher Herkunft und/oder ein naturlich r 
antimikrobieller Wirkstoff tierischer Herkunft, du&erst bevorzugt mindestens in 
natiirlicher antimikrobieller Wirkstoff pflanzlicher Herkunft aus der Gruppe, umfassend 
Coffein, Theobromin und Theophyllin sowie th rische Ole wie Eug nol, Thymol und 
Geraniol, und/oder mindest ns ein natQrlicher antimikrobiell r Wirkstoff tierischer 
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Herkunft aus der Gruppe, umfassend Enzyme wie Eiw ill aus Milch, Lysozym und 
Lactoperoxidase, und/oder mindestens ine antimikrobiell wirkende ob rflfichenaktive 
quaternare Verbindung mit einer Ammonium-, Sulfonium-, Phosphonium-, lodonium- 
Oder Arsoniumgruppe, Peroxoverbindungen und Chlorverbindungen eingesetzt werden. 
Auch Stoffe mikrobieller Herkunft, sogenannte Bakteriozine, konnen eingesetzt werden. 

Die als antimikrobielle Wirkstoffe geeigneten quaternaren Ammoniumverbindungen 
(QAV) weisen die allgemeine Formel (R 1 )(R 2 )(R 3 )(R 4 ) N* X" auf, in der R 1 bis R 4 gl iche 
oder verschiedene Ci-Car-Alkylreste, C 7 -C 2 8-Aralkylreste oder heterozyklische Rest , 
wobei zwei oder im Falle einer aromatischen Einbindung wie im Pyridin sogar drei Reste 
gemeinsam mit dem Stickstoffatom den Heterozyklus, zum Beispiel eine Pyridinium- 
oder Imidazoliniumverbindung, bilden, darstellen und X" Halogenidionen, Sulfationen, 
Hydroxidionen oder ahnliche Anionen sind. Fur eine optimale antimikrobielle Wirkung 
weist vorzugsweise wenigstens einer der Reste eine Kettenlange von 8 bis 18, 
insbesondere12 bis 16, C-Atomen auf. 

QAV sind durch Umsetzung tertiarer Amine mit Alkylierungsmitteln, wie zum Beispiel 
Methylchlorid, Benzylchlorid, Dimethylsulfat, Dodecylbromid, aber auch Ethylenoxid 
herstellbar. Die Alkylierung von tertiaren Aminen mit einem langen Alkyl-Rest und zwei 
Methyl-Gruppen gelingt besonders leicht, auch die Quatemierung von tertiSren Aminen 
mit zwei langen Resten und einer Methyl-Gruppe kann mit Hilfe von Methylchlorid unt r 
milden Bedingungen durchgefuhrt werden. Amine, die uber drei lange Alkyl-Reste oder 
Hydroxy-substituierte Alkyl-Reste verfugen, sind wenig reaktiv und werden bevorzugt mit 
Dimethylsulfat quaterniert. 

Geeignete QAV sind beispielweise Benzalkoniumchlorid (N-Alkyl-N,N-dimethyl-benzyl- 
ammoniumchlorid, CAS No. 8001-54-5), Benzalkon B (m,p-Dichlorbenzyl-dimethyl-C12- 
alkylammoniumchlorid, CAS No. 58390-78-6), Benzoxoniumchlorid (Benzyl-dodecyl-bis- 
(2-hydroxyethyl)-ammonium-chlorid) t Cetrimoniumbromid (N-Hexadecyl-N t N-trimethyl- 
ammoniumbromid, CAS No. 57-09-0), Benzetoniumchlorid (N,N-Dimethyl-N-[2-[2-[p- 
(IJ^.a-tetramethylbutyO-pheno-xylethoxylethyll-benzylammoniumchlorid, CAS No. 121- 
54-0), Dialkyldimethylammonium-chloride wie Di-n-decyl-dimethyl-ammoniumchlorid 
(CAS No. 7173-51-5-5), Didecyldi-methylammoniumbromid (CAS No. 2390-68-3), 
Dioctyl-dimethyl-ammoniumchloric, 1-Cetylpyridiniumchlorid (CAS No. 123-03-5) und 
Thiazoliniodid (CAS No. 15764-48-1) sowie deren Mischungen. Besonders bevorzugte 
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QAV sind di Benzalkoniumchloride mit C e -C 18 -Alkylresten, insbesonder C 12 -C 14 -Aklyl- 
benzyl-dimethyl-ammoniumchlorid. 

Benzalkoniumhalogenide und/oder substituierte Benzalkoniumhalogenide sind 
beispielsweise kommerziell erhaltlich als Barquat® ex Lonza, Marquat® ex Mason, 
Vartquat® ex Witco/ Sherex und Hyamine® ex Lonza, sowie Bardac® ex Lonza. Weiter 
kommerziell erhaltliche antimikrobielle Wirkstoffe sind N-(3-Chlorallyl)-hexaminiumchlorid 
wie Dowicide® und Dowicil® ex Dow, Benzethoniumchlorid wie Hyamine® 1622 ex Rohm 
& Haas, Methylbenzethoniumchlorid wie Hyamine® 10X ex Rohm & Haas, 
Cetylpyridiniumchlorid wie Cepacolchlorid ex Merrell Labs. 

Die antimikrobiellen Wirkstoffe werden in Mengen von 0,0001 Gew.-% bis 1 G w.-%, 
bevorzugt von 0,001 Gew.-% bis 0,8 Gew.-%, besonders bevorzugt von 0,005 G w.-% 
bis 0,3 Gew.-% und insbesondere von 0,01 bis 0,2 Gew.-% eingesetzt. 

Die Mittel konnen UV-Absorbenzien (UV-Absorber) enthalten, die auf die behandelten 
Textilien aufziehen und die Lichtbestandigkeit der Fasem und/oder die Lichtbestandigk it 
sonstiger Rezepturbestandteile verbessem. Unter UV-Absorber sind organische 
Substanzen (Lichtschutzfilter) zu verstehen, die in der Lage sind, ultraviolette Strahlen zu 
absorbieren und die aufgenommene Energie in Form langerweliiger Strahlung, zum 
Beispiel Warme wieder abzugeben. 

Verbindungen, die diese gewlinschten Eigenschaften aufweisen, sind beispielsweise die 
durch strahlungslose Desaktivierung wirksamen Verbindungen und Derivate des 
Benzophenons mit Substituenten in 2- und/oder 4-Stellung. Weiterhin sind auch 
substituierte Benzotriazole, in 3-Stellung Phenylsubstituierte Acrylate (Zimtsaurederivate, 
gegebenenfalls mit Cyanogruppen in 2-Stellung), Salicylate, organische Ni-Komplexe 
sowie Naturstoffe wie Umbelliferon und die korpereigene Urocansaure geeignet. 
Besondere Bedeutung haben Biphenyl- und vor allem Stilbenderivate wie sie 
beispielsweise in der EP 0728749 A beschrieben werden und kommerziell als Tinosorb® 
FD oder Tinosorb® FR ex Ciba erhaltlich sind. Als UV-B-Absorber sind zu nenn n: 3- 
Benzylidencampher beziehungsweise 3-Benzylidennorcampher und dessen Derivat , 
zum Beispiel 3-(4-Methylbenzyliden)campher, wi in der EP 0693471 B1 beschri ben; 4- 
Aminobenzoesaurederivate, vorzugsweise 4-(Dimethylamino)benzo sSure-2- 
ethylhexyl ster, 4-(Dimethylamino)b nzoesaure-2-octylester und 4- 
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(Dimethylamino)benzoesaureamylester; Ester d r Zimtsaure, vorzugsweise 4- 
Methoxyzimtsaure-2-ethylhexylester, 4-Methoxyzimtsaurepropylester, 4-Methoxyzimt- 
saureisoamylester, 2-Cyano-3,3-phenylzimtsaure-2-ethylhexylester (Octocrylene); Ester 
der SalicylsSure, vorzugsweise Salicylsaure-2-ethylhexylester, Salicylsaure-4- 
isopropylbenzylester, Salicylsaurehomomenthylester; Derivate des Benzophenons, 
vorzugsweise 2-Hydroxy-4-methoxybenzophenon, 2-Hydroxy-4-methoxy-4 

methylbenzophenon, 2,2 i -Dihydroxy-4-methoxybenzophenon; Ester der 
Benzalmalonsaure, vorzugsweise 4-Methoxybenzmalonsauredi-2-ethylhexylester; 
Triazinderivate, wie zum Beispiel 2 t 4 t 6-Trianilino-(p-carbo-2*-ethyl-r-hexyloxy)-1 t 3,5- 
triazin und Octyl Triazon, wie in derEP 0818450 A1 beschrieben oder Dioctyl Butamido 
Triazone (Uvasorb® HEB); Propan-1,3-dione, wie zum Beispiel 1-(4-tert.Butylphenyl)-3- 
(4'methoxyphenyl)propan-1,3-dion; Ketotricyclo(5.2.1.0)decan-Derivate, wie in der EP 
0694521 B1 beschrieben. Weiterhin geeignet sind 2-Phenylbenzimidazol-5-sulfonsaure 
und deren Alkali-, Erdalkalh Ammonium-, Alkylammonium-, Alkanolammonium- und 
Glucammoniumsalze; Sulfonsaurederivate von Benzophenonen, vorzugsweise 2- 
Hydroxy-4-methoxybenzophenon-5-sulfonsaure und ihre Salze; Sulfonsaurederivate des 
3-Benzylidencamphers, wie zum Beispiel 4-(2-Oxo-3-bornylidenmethyl)benzol- 
sulfonsaure und 2-Methyl-5-(2-oxo-3-bornyliden)sulfonsaure und deren Salze. 

Als typische UV-A-Filter kommen insbesondere Derivate des Benzoylmethans in Frage, 
wie beispielsweise 1-(4 , -tert.Butylphenyl)-3-(4 l -methoxyphenyl)propan-1,3-dion t 4-t rt.- 
Butyl^-methoxydibenzoylmethan (Parsol 1789), l-Phenyl-S^-isopropylphenyl)- 
propan-1 t 3-dion sowie Enaminverbindungen, wie beschrieben in der DE 19712033 A1 
(BASF). Die UV-A und UV-B-Filter konnen selbstverstandlich auch in Mischungen 
eingesetzt werden. Neben den genannten loslichen Stoffen kommen fur diesen Zw ck 
auch unlosliche Lichtschutzpigmente, namlich feindisperse, vorzugsweise nanoisiert 
Metalloxide beziehungsweise Salze in Frage. Beispiele fur geeignete Metalloxide sind 
insbesondere Zinkoxid und Titandioxid und daneben Oxide des Eisens, Zirkoniums, 
Siliciums, Mangans, Aluminiums und Cers sowie deren Gemische. Als Salze konnen 
Silicate (Talk), Bariumsulfat oder Zinkstearat eingesetzt werden. Die Oxide und Salze 
werden in Form der Pigmente bereits fur hautpflegende und hautschutzende Emulsion n 
und dekorative Kosmetik verwendet. Die Partikel sollten dabei einen mittleren 
Durchmess r von wenig r als 100 nm, vorzugsweis zwischen 5 und 50 nm und 
insbesondere zwischen 15 und 30 nm aufweisen. Sie konnen ine sphSrische Form 
aufw isen, es konn n jedoch auch solche Partikel zum Einsatz kommen, die eine 
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ellipsoide Oder in sonstig r Weise von der spharischen Gestalt abweichende Form 
besitzen. Die Pigmente konnen auch oberflachenbehandelt, d.h. hydrophilisiert oder 
hydrophobiert voriiegen. Typische Beispiele sind ummantelte Titandioxide, wi zum 
Beispiel Titandioxid T 805 (Degussa) oder Eusolex® T2000 (Merck; als hydrophobe 
Coatingmittel kommen dafur bevorzugt Silicone und besonders bevorzugt 
Trialkoxyoctylsilane oder Simethicone in Frage. Vorzugsweise wird mikronisi rtes 
Zinkoxid verwendet. Weitere geeignete UV-Lichtschutzfilter sind der Ubersicht von P. 
Finkel in SOFW-Journal 122 (1996), S. 543 zu entnehmen. 

Die UV-Absorbenzien werden ublicherweise in Mengen von 0,01 Gew.-% bis 5 Gew.-%, 
vorzugsweise von 0,03 Gew.-% bis 1 Gew.-%, eingesetzt. 

Ein erfindungswesentliches Protein kann besonders wahrend der Lagerung durch 
Stabilisatoren beispielsweise vor Denaturierung, Zerfall oder Inaktivierung, etwa durch 
physikalische Einflusse, Oxidation oder proteolytische Spaltung geschutzt werden. Bei 
Proteinen, die aus Mikroorganismen erhalten werden, ist eine Inhibierung der Proteolyse 
besonders kritisch, weil die meisten Mikroorganismen verschiedene Proteasen als 
Verdauungsenzyme in die umgebenden Medien sekretieren. Diese konnen die 
interessierenden Proteine wahrend der nachfolgenden Aufreinigungstufen erheblich 
schadigen. Auch in Wasch- und Reinigungsmitteln konnen erfindungswesentliche 
Proteine mit Proteasen vergesellschaftet sein, und bedurfen deshalb eines besond r n 
Schutzes. 

Auch erfindungsgemaSe Mitte! konnen zu diesem Zweck Stabilisatoren enthalten. Eine 
Gruppe von Stabilisatoren sind reversible Proteaseinhibitoren, die bei Verdiinnung d s 
Mittels in der Waschflotte abdissozieren. Benzamidin-Hydrochlorid und Leupeptin sind 
fur diesen Zweck etabliert. Haufig werden Borax, Borsauren, BoronsSuren oder d ren 
Salze oder Ester verwendet, darunter vor allem Derivate mit aromatischen Gruppen, 
etwa gemaa WO 95/12655 ortho-substituierte, gemaR WO 92/19707 meta-substituierte 
und gemaii US 5 972 873 para-substituierte PhenylboronsSuren, beziehungsweise 
deren Salze oder Ester. In den Anmeldungen WO 98/13460 und EP 583 534 w rden 
Peptidaldehyde, das hei&t Oligopeptide mit reduziertem C-Terminus, und zwar solche 
aus 2-50 Monomeren, zur reversiblen Inhibierung von Wasch- und 
R inigungsmittelproteasen offenbart. Zu den peptidischen reversiblen 
Proteaseinhibitoren gehort unter anderem Ovomucoid (WO 93/00418). Beispielsweise 
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mit der Anmeidung WO 00/01826 werden spezifische, reversible Peptid-lnhibitoren fur 
die Protease Subtilisin zur Verwendung in Protease-haltigen Mitteln offenbart, und mit 
WO 00/01831 entsprechende Fusionsproteine aus Protease und Inhibitor. 

Weitere Enzymstabilisatoren sind Aminoalkohole wie Mono-, Di-, Triethanol- und 
-Propanolamin und deren Mischungen, aliphatische Carbonsauren bis zu C 12 , wie 
beispielsweise aus den Anmeldungen EP 0 378 261 und WO 97/05227 bekannt ist, wie 
Bernsteinsaure, andere Dicarbonsauren oder Salze der genannten Sauren. Mit der 
Anmeidung DE 196 50 537 werden fur diesen Zweck endgruppenverschlossene 
Fettsaureamidalkoxylate offenbart. Bestimmte als Builder eingesetzte organische Sauren 
vermogen, wie in WO 97/18287 offenbart, zusatzlich ein enthaltenes Enzym zu 
stabilisieren. 

Niedere aliphatische Alkohole, vor allem aber Polyole, wie beispielsweise Glyc rin, 
Ethylenglykol, Propylenglykol oder Sorbit sind weitere haufig eingesetzte 
Enzymstabilisatoren. Nach einer neueren Anmeidung (EP 0 965 268) schutzt auch Di- 
Glycerinphosphat gegen Denaturierung durch physikalische Einfliisse. Ebenso werden 
Calciumsalze verwendet, wie beispielsweise Calciumacetat oder das in der Patentschrift 
EP 0 028 865 fur diesen Zweck offenbarte Calcium-Formiat, und Magnesiumsalze, twa 
gemali der europaischen Anmeidung EP 0 378 262. 

Polyamid-Oligomere (WO 99/43780) oder polymere Verbindungen wie Lignin 
(WO 97/00932), wassertosliche Vinyl-Copolymere (EP 828 762) oder, wie in EP 702 712 
offenbart, Cellulose-Ether, Acryl-Polymere und/oder Polyamide stabilisieren die Enzym- 
Praparation unter anderem gegenuber physikalischen Einflussen oder pH-Wert- 
Schwankungen. Polyamin-N-Oxid-enthaltende Polymere (EP 587 550 und EP 581 751) 
wirken gleichzeitig als Enzymstabilisatoren und als Farbubertragungsinhibitoren. And r 
polymere Stabilisatoren sind die in WO 97/05227 neben anderen Bestandteil n 
offenbarten linearen C8-C 18 Polyoxyalkylene. Alkylpolyglycoside konnten wie in den 
Anmeldungen WO 97/43377 und WO 98/45396 die enzymatischen Komponenten des 
erfindungsgemaUen Mittels stabilisieren und sogar in ihrer Leistung steigern. Vernetzte 
N-haltige Verbindungen, wie in WO 98/17764 offenbart, erfullen eine Doppelfunktion als 
Soil-release-Agenti n und als Enzym-Stabilisator n. Hydrophobes, nichtionisches 
Polymer wirkt in einer Mischung mit anderen Stabilisatoren gemaH d r Anmeidung 
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WO 97/32958 stabilisierend auf eine Cellulase, so daB sich solche Oder Shnliche 
Bestandt ile auch fur das erfindungsw sentliche Enzym eignen konnt n. 

Reduktionsmittel und Antioxidantien erhShen. wie unter anderem in EP 780 466 
offenbart, die Stabilitat der Enzyme gegenuber oxidativem Zerfall. Schwefelhaltige 
Reduktionsmittel sind beispielsweise aus den Patentschriften EP 0 080748 und 
EP 0 080 223 bekannt. Andere Beispiele sind Natrium-Sulfit (EP 533 239) und 
reduzierende Zucker (EP 656 058). 

Vielfach werden auch Kombinatonen von Stabilisatoren verwendet, beispielsweise aus 
Polyolen, Borsaure und/oder Borax in der Anmeldung WO 96/31589, die Kombination 
von Borsaure oder Borat, reduzierenden Salzen und Bernsteinsaure Oder anderen 
Dicarbonsauren in der Anmeldung EP 126 505 oder die Kombination von Borsaure od r 
Borat mit Polyolen oder Polyaminoverbindungen und mit reduzierenden Salzen, wi in 
der Anmeldung EP 080 223 offenbart. Die Wirkung von Peptid-Aldehyd-Stabilisator n 
wird gemSB WO 98/13462 durch die Kombination mit Borsaure und/oder 
Borsaurederivaten und Polyolen gesteigert und gemaB WO 98/13459 durch di 
zusatzliche Verwendung von Calcium-lonen noch weiter verstarkt. 

Mittel mit stabilisierten Enzymaktivitaten stellen bevorzugte Ausfuhrungsformen der 
vorliegenden Erfindung dar. Besonders bevorzugt sind solche mit Enzymen, die auf 
mehrere der dargestellten Weisen stabilisiert sind. 

Enzyme wie Proteasen, Amylasen, Lipasen oder Cellulasen werden seit Jahrcehnten als 
aktive Komponenten in Wasch- und Reinigungsmitteln eingesetzt. Ihr jeweiliger B itrag 
zur Wasch-, beziehungsweise Reinigungsleistung des betreffenden Mittels ist im Fall von 
Protease die Fahigkeit zum Abbau proteinhaltiger Verunreinigungen, im Fall von 
Amylase der Abbau von stSrkehaltigen Verunreinigungen und im Fall von Lipas die 
fettspaltende Aktivitat. Cellulasen werden insbesondere wegen ihres Beitrags zur 
Sekundarwaschleistung eines Waschmittels und wegen ihrer Faserwirkung auf Textilien 
bevorzugt in Waschmitteln eingesetzt. Die jeweiligen Hydrolyseprodukte werden von den 
ubrigen Wasch- oder Reinigungsmittel-Bestandteilen angegriffen, geldst, emulgiert der 
suspendiert oder aufgrund ihrer hoheren Loslichkeit mit der Waschflotte 
ausgeschwemmt, so daB es gunstig nfalls zu Synergi effekt n zwischen den Enzymen 
und den Qbrigen Bestandteilen kommt. 
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Erfindungsgema&e Mittel konnen zusatziich zu dem erfindungswesentlichen Protein 
andere amylolytische Enzyme, insbesondere a-Amylasen enthalten. Darunter konnen 
sich auch die fur die Verwendung in Wasch- und Reinigungsmitteln etabiierten Enzyme 
befinden. Beispiele fur kommerziell erhaltliche Amylasen sind BAN®, Termamyl®, 
Purastar®, Amylase-LT*. Maxamyl®, Duramyl® und/oder Purafect® OxAm. Dies ist dann 
angebracht, wenn sich die verschiedenen Enzyme einander zu erganzen vermogen. 
Solch eine Erganzung kann beispielsweise in regulatorischer Hinsicht erfolgen, etwa 
durch gegenseitige Aktivierung oder durch Inaktivierung. Sie kann sich beispielsweise 
dadurch ergeben, dad mindestens ein nicht zu den bekannten a-Amylasen homologer 
Teil des erfindungswesentlichen Enzyms EinfluB auf die nicht erfindungswesentlichen 
amylolytischen Aktivitaten nimmt. Die gemeinsame Verwendung kann aber auch 
aufgrund abweichender Substratspezifitaten sinnvoll sein. Beides sind 
Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfmdung. 

Insbesondere an chemisch diversen Anschmutzungen kann es vorteilhaft s in, 
amylolytische Enzyme in Wasch- und Reinigungsmitteln zusammen mit anderen wasch- 
und/oder reinigungsaktiven Enzymen einzusetzen. Somit stellen Wasch- oder 
Reinigungsmittel, die uber ein erfindungsgemaBes Protein hinaus durch zusatziich 
weitere Enzyme gekennzeichnet sind, bevorzugte Ausfuhrungsformen der vorliegenden 
Erfmdung dar. 

Dazu gehoren neben weiteren Amylasen beispielsweise Proteasen, aber auch Lipasen, 
Cutinasen, Esterasen, Pullulanasen, Cellulasen, Hemicellulasen und/oder Xylanasen, 
sowie deren Gemische. Besonders bevorzugt sind Proteasen, Lipasen, (3-Glucanasen 
und/oder Cellulasen. Weitere Enzyme erweitern die Reinigunsgleistung entsprech nder 
Mittel um ihre jeweils spezifische enzymatische Leistung. Dazu gehoren beispielsweis 
Oxidoreductasen oder Peroxidasen als Komponenten von enzymatischen 
Bleichsystemen, zum Beispiel Laccasen (WO 00/39306), p-Glucanasen (WO 99/06515 
und WO 99/06516) oder Pektin-losende Enzyme (WO 00/42145), die insbesondere in 
Spezialwaschmitteln zum Einsatz kommen. 

Beispiele fiir kommerziell erhaltliche Enzyme zum Gebrauch in rfindungsg mSR n 
Mitteln sind Proteasen wie Subtilisin BPN', Properase , BLAP®, Optimase , Opticlean , 
Maxatas , Maxacaf*, Maxap m , Alcalase e t Esp rase 9 , Savinase , Durazym , 
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Everlase® und/oder Puraf ct®G Oder Purafect OxP und Lipasen _wie_ Lipolase®, 
Lipomax®, Lumafast® und/oder Lipozym . 

Die Proteaseaktivitat in derartigen Mitteln kann nach der in Tenside, Bd. 7 (1970), 
S. 125-132 beschriebenen Methode ermittelt werden. Sie wird dementsprechend in PE 
(Protease-Einheiten) angegeben. Die Proteaseaktivitat bevorzugter Mittel kann bis zu 
1.500.000 Proteaseeinheiten pro Gramm Zubereitung betragen (PE, bestimmt nach d r 
in Tenside, Bd. 7 (1970), S. 125-132 beschriebenen Methode). 

Hinsichtlich ihrer Gewinnung kommen unter den verwendbaren Enzymen in erster Linie 
die aus Mikroorganismen, wie Bakterien oder Pilzen, gewonnenen in Frage, 
beispielsweise aus Bacillus subtilis. Bacillus licheniformis, Streptomyces griseus, 
Humicola lanuginosa, Humicola insolens, Pseudomonas pseudoalcaligenes od r 
Pseudomonas cepacia, insbesondere die von diesen Stammen naturlicherweise 
gebildeten Enzymgemische, beziehungsweise Gemische mit denen anderer Stamme. 
Sie werden in bekannter Weise durch Fermentationsprozesse aus geeign ten 
Mikroorganismen gewonnen, die zum Beispiel in den deutschen Offenlegungsschrift n 
DE 19 40 488 und DE 21 21 397, den US-amerikanischen Patentschriften US 3 623957 
und US 4 264 738, der europaischen Patentanmeldung EP 006 638, sowie der 
internationalen Patentanmeldung WO 91/02792 beschrieben sind. 

Auch diese gegebenenfalls zusatzlich verwendeten Enzyme konnen, wie zum Beispiel in 
der europaischen Patentschrift EP 0 564 476 oder in der internationalen 
Patentanmeldungen WO 94/23005 beschrieben, an Tragerstoffen adsorbiert und/oder in 
Hullsubstanzen eingebettet sein, urn sie gegen vorzeitige Inaktivierung zu schQtzen. Sie 
sind in Waschmitteln vorzugsweise in Mengen bis zu 10Gew.-%, insbesondere von 
0,2 Gew.-% bis 2 Gew-%, enthalten, wobei besonders bevorzugt gegen oxidativ n 
Abbau stabilisierte Enzyme, wie zum Beispiel aus den international n 
Patentanmeldungen WO 94/18314 bekannt, eingesetzt werden. 

Erfindungsgema&e Mittel konnen, beispielsweise urn die enthaltenen Wirkstoffe zeitlich 
oder raumlich voneinander getrennt freizusetzen, aus mehreren Phasen bestehen. Dabei 
kann s sich urn Phasen in verschiedenen Aggregatzustanden, insbesondere aber urn 
zwei Phasen in dens Iben AggregatzustSnd n handeln. 
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Erfindungsgemade Mittel, die aus mehreren festen Komponenten zusammengesetzt 
sind, konnen auf einfache Weise dadurch hergestellt werden, daB verschiedene teste 
Komponenten, insbesondere Pulver, Granulate Oder Extrudate mit verschiedenen 
Inhaltsstoffen und/oder unterschiedlichem Freisetzungsverhalten in insgesamt los r 
Form miteinander vermischt werden. Die Herstellung erfindungsgemaBer fester Mitt I 
aus einer oder mehreren Phasen kann auf bekannte Weise, zum Beispiel durch Spruh- 
trocknen oder Granulation erfolgen, wobei die Enzyme und eventuelle weitere therm isch 
empfindliche Inhaltsstoffe wie zum Beispiel Bleichmittel gegebenenfalls spater separat 
zugesetzt werden. Zur Herstellung erfindungsgema&er Mittel mit erhohtem Schuttg - 
wicht, insbesondere im Bereich von 650 g/l bis 950 g/l, ist ein aus der europaischen Pa- 
tentschrift EP 0 486 592 bekanntes, einen Extrusionschritt aufweisendes Verfahren be- 
vorzugt. Eine weitere bevorzugte Herstellung mit Hilfe eines Granulationsverfahrens ist 
in der europaischen Patentschrift EP 0 642 576 beschrieben. 

Proteine konnen fur feste Mittel beispielsweise in getrockneter, granulierter, verkapselter 
Oder verkapselter und zusatzlich getrockneter Form eingesetzt werden. Sie konn n 
separat, das heiBt als eigene Phase, oder mit anderen Bestandteilen zusammen in 
derselben Phase, mit oder ohne Kompaktierung zugesetzt werden. Soli n 
mikroverkapselte Enzyme in fester Form verarbeitet werden, so kann das Wasser mit 
aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren aus den sich aus der Aufarbeitung 
ergebenden waBrigen Losungen entfernt werden, wie Spruhtrocknung, Abzentrifugieren 
oder durch Umsolubiiisieren. Die auf diese Weise erhaltenen Teilchen hab n 
ublicherweise eine TeilchengroBe zwischen 50 und 200 pm. 

Die verkapselte Form bietet sich an, urn die Enzyme vor anderen Bestandteilen, wie 
beispielsweise Bleichmitteln, zu schutzen oder urn eine kontrollierte Freisetzung 
(controlled release) zu ermoglichen. Je nach der GroBe dieser Kapseln wird nach Milli-, 
Mikro- und Nanokapseln unterschieden, wobei Mikrokapseln fur Enzyme besonders 
bevorzugt sind. Solche Kapseln werden beispielsweise mit den Patentanmeldungen 
WO 97/24177 und DE 199 18 267 offenbart. Eine weitere mogliche 
Verkapselungsmethode besteht darin, daB die fur die Verwendung in Wasch- oder 
Reinigungsmitteln geeigneten Enzyme, ausgehend von einer Mischung d r 
Enzymlosung mit iner L6sung oder Suspension von Starke oder einem StSrkederivat, in 
Stark , b ziehungsweise dem Starkederivat verkapselt werd n. Ein solches 
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Verkapselungsverfahren wird mit der deutsch n Anmeldung DE 199 56 382 
beschrieben. 

Eine andere Moglichkeit, ein festes erfindungsgemSBes Mitte! zur Verfugung zu stellen, 
ist das Verpressen oder Kompaktieren zu Tabletten. Solche Tabletten konnen ein- oder 
mehrphasig sein. Damit bietet auch diese Darreichungsform die Moglichkeit, ein festes 
erfindungsgemSBes Mittel mit zwei festen Phasen vorzulegen. Zur Herstellung von 
erfindungsgemaBen Mitteln in Tablettenform, die einphasig oder mehrphasig, einfarbig 
oder mehrfarbig sein k6nnen und/oder aus einer mehreren Schichten bestehen konnen, 
werden vorzugsweise alle Bestandteile - gegebenenfalls je einer Schicht- in einem 
Mischer miteinander vermischt und das Gemisch mittels herkommlicher 
Tablettenpressen, beispielsweise Exzenterpressen oder Rundlauferpressen, mit 
PreBkraften im Bereich von etwa 50 bis 100 kN/cm 2 t vorzugsweise bei 60 bis 70 kN/crrf 
verpreBt. Insbesondere bei mehrschichtigen Tabletten kann es von Vorteil sein, wenn 
mindestens eine Schicht vorverpreBt wird. Dies wird vorzugsweise bei PreBkraften 
zwischen 5 und 20 kN/cm 2 , insbesondere bei 10 bis 15kN/cm 2 durchgefuhrt 
Vorzugsweise weist eine derart hergestellte Tablette ein Gewicht von 10 g bis 50 g, 
insbesondere von 15 g bis 40 g auf. Die Raumform der Tabletten ist beliebig und kann 
rund, oval oder eckig sein, wobei auch Zwischenformen moglich sind. 

Besonders vorteilhaft ist es, wenn in mehrphasigen Mitteln wenigstens eine der Phasen 
ein Amylase-sensitives Material, insbesondere Starke enthait oder von di sem 
zumindest teilweise umgeben oder beschichtet ist. Auf diese Weise wird diese Phase 
mechanisch stabilisiert und/oder gegen Einflusse von auBen geschutzt und gleichzeitig 
uber eine in der Waschflotte wirksame Amylase angegriffen, so daB die Freisetzung der 
Inhaltsstoffe erteichtert wird. 

Flussigen, gelformigen oder pastosen erfindungsgemaBen Mitteln konnen die Enzyme, 
und auch ein erfindungswesentliches Protein ausgehend von einer nach dem Stand der 
Technik durchgefOhrten Proteingewinnung und Preparation in konzentrierter wSBriger 
oder nichtwaSriger Losung beispielsweise in flussiger Form, etwa als Losung, 
Suspension oder Emulsion, aber auch in Gelform oder verkapselt oder als getrocknetes 
Pulv r zug setzt werden. D rartige erfindungsgemSBe Wasch- od r Reinigungsmitt I in 
Form von Losungen in ublichen LSsungsmitteln werden in der Reg I durch einfaches 
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Mischen der Inhaltsstoffe hergestellt, die in Substanz Oder als Losung in einen autorna- 
tischen Mischer gegeben werden konnen. 

Eine Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung sind solche fliissigen, gelformigen 
Oder pastosen Mittel, denen ein erfindungswesentliches Protein und/oder eines der 
anderen enthaltenen Proteine und/oder einer der anderen enthaltenene Inhaltsstoffe in 
Form von Mikrokapseln zugesetzt worden ist. Besonders bevorzugt sind darunter solche 
mit Kapseln aus amylasesensitivem Material. Solch eine gemeinsame Verwendung von 
Amylase-sensitiven Materialien und dem erfindungswesentlichen amylolytischen Enzym 
in einem Wasch- oder Reinigungsmittel kann Synergieeffekte zeigen, etwa derg stalt 
dali das stSrkespaltende Enzym die Spaitung der Mikrokapseln unterstutzt und somit 
den FreisetzungsprozeB der verkapselten Inhaltsstoffe steuert, so da& deren Freisetzung 
nicht wahrend der Lagerung und/oder nicht zu Beginn des Reinigungsvorgangs, sondern 
erst zu einem bestimmten Zeitpunkt erfolgt. Auf diesem Mechanismus konnen komplexe 
Wasch- und Reinigungsmittelsysteme mit verschiedensten Inhaltsstoffen und 
verschiedensten Kapseltypen beruhen, die besonders bevorzugte Ausfuhrungsformen 
der vorliegenden Erfindung darstellen. 

Ein vergleichbarer Effekt ist dann gegeben, wenn sich die Inhaltsstoffe des Wasch- oder 
Reinigungsmittels auf mindestens zwei unterschiedliche Phasen verteilen, 
beispielsweise zwei oder mehr feste, miteinander verbundene Phasen ein s 
tablettenformigen Wasch- oder Reinigungsmittels, oder verschiedene Granulate 
innerhalb desselben pulverformigen Mittels. Zwei- oder Mehrphasenreiniger sind fur die 
Anwendung sowohl in maschinellen Geschirrspulern als auch in Waschmitteln Stand der 
Technik. Die Aktivitat eines amylolytischen Enzyms in einer fruher aktivierten Phase ist 
Voraussetzung fur die Aktivierung einer spateren Phase, wenn diese von einer Amylase- 
sensitiven HQIIe oder Beschichtung umgeben ist oder das Amylase-sensitive Mat rial 
einen integralen Bestandteil der festen Phase darstellt, bei dessen teilweiser oder 
vollstandiger Hydrolyse die betreffende Phase desintegriert. Der Einsatz des 
erfindungswesentlichen Enzyms fiir diesen Zweck stellt somit eine bevorzugte 
Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung dar. 

Die Inhaltsstoffe von Wasch- und Reinigungsmitteln vermogen sich geeigneterweise 
gegenseitig in ihrer L istung zu unt rstutz n. Die synergistisch V rwendung von 
Amylase und Farbub rtragungsinhibitoren zur Steigerung der Reinigungsl istung wird 
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beispielsweise mit der Anrneldung WO 99/63035 offenbart. Es ist auch bekannt, daB 
Polymere, di gleichzeitig als Cobuilder eingesetzt w rden konnen, wie beispielsweise 
Alkyl-Poly-Glykoside, die Aktivitat und die Stabilitat von enthaltenen Enzymen 
stabilisieren und steigern k6nnen, so aus der Anmeldung WO 98/45396. Ebenso ist s 
moglich, daB auch eine erfindungswesentliche amylolytische Aktivitat durch einen der 
ubrigen, oben aufgefOhrten Bestandteile modifiziert, insbesondere stabilisiert und/oder 
gesteigert wird. Entsprechend abgestimmte Rezepturen fur erfindungsgemSBe Mittel 
stellen somit besonders bevorzugte Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung dar. 

Entsprechend den bisherigen Ausfuhrungen konnen auch Verfahren zur Reinigung von 
Textilien oder von harten Oberflachen, dadurch verbessert werden, daB in wenigst ns 
einem der Verfahrensschritte eine erfindungswesentliche Hybrid-Amylase oder in 
Derivat davon aktiv wird. Es handelt sich dann um erfindungsgemaBe Verfahren. 

Vorzugsweise sind derartige Verfahren dadurch gekennzeichnet, daB in wenigstens 
einem der Verfahrensschritte ein Mittel gemaS der bisherigen Beschreibung eingesetzt 
wird. 

Besonders bevorzugt sind derartige Verfahren dadurch gekennzeichnet, daB das 
amylolytische Protein oder Derivat, beispielsweise in gangigen 
HaushaltsgeschirrspQImaschinen oder Haushaltswaschmaschinen vorzugsweise von 
0,01 mg bis 400 mg, bevorzugt von 0,02 mg bis 200 mg, besonders bevorzugt von 
0,02 mg bis 100 mg des eingesetzt wird. 

Gunstigenfalls ergeben sich dabei Konzentrationswerte von 0,0005 bis 20 mg pro I, 
bevorzugt 0,005 bis 10 mg pro I, besonders bevorzugt 0,005 bis 8 mg des 
amylolytischen Proteins pro I Waschflotte. Die Proteinkonzentration kann mit Hilfe 
bekannter Methoden, zum Beispiel dem BCA-Verfahren (Bicinchoninsaure; 2,2- 
Bichinolyl-4,4-dicarbonsaure) oder dem Biuret-Verfahren (A. G. Gornall, C. S. Bardawill 
und M.M. David, J. Biol. Chem. 177 (1948), S. 751-766) bestimmt werden. 

Entsprechend den bisherigen Ausfuhrungen stellt auch die Verwendung einer 
erfindungswesentlich n Hybridamylase oder ines Derivats davon allein oder zusammen 
mit mind stens einem anderen reinigungsaktiven oder di Reinigungswirkung 
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unterstutzenden Wirkstoff 2ur Reinigung von Textilien Oder von harten Oberfiachen eine 
Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung dar. 

Vorzugsweise geschieht dies durch Verwendung eines erfindungsgemalJen Mittels. 

Das erfindungsgema&e Mittel oder ein erfindungswesentliches amylolytisches Protein 
wird bevorzugt in den oben angegebenen Mengenbereichen eingesetzt, so daB sich 
gunstigerweise in der Waschflotte die oben angegebenen Konzentrationswerte fur das 
amylolytische Protein ergeben. Diese Dosierung kann, je nach Reinigungsproblem vom 
Hersteller des Mittels Oder vom Endverbraucher vorgenommen werden. 

Eine weitere Verwendungsmbglichkett fur eine erfindungswesentliche Hybrid-Amylase 
oder ein Derivat davon stellt die zur Aktivierung der eigenen oder anderer Phasen dar, 
wenn sie allein oder zusammen mit mindestens einem anderen reinigungsaktiven oder 
die Reinigungswirkung unterstutzenden Wirkstoff in einem aus mehr als einer Phase 
bestehenden Wasch- oder Reinigungsmittel bereitgestellt wird. 

Eine weitere Verwendungsmoglichkeit fur eine erfindungswesentliche Hybrid-Amylase 
oder ein Derivat davon stellt die zur Freisetzung der Inhaltsstoffe aus den Kapseln dar, 
wenn sie allein oder zusammen mit mindestens einem anderen reinigungsaktiven od r 
die Reinigungswirkung unterstutzenden Wirkstoff in einem Wasch- oder Reinigungsmitt I 
mit verkapselten Inhaltsstoffen bereitgestellt wird. 

In einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung werden Verfahren aufgezeigt, nach 
denen die Wasch-, beziehungsweise Reinigungsleistung eines Wasch- od r 
Reinigungsmittels durch Entwicklung neuer Amylasen verbessert werden kann. Dies 
bestehen darin, daB jeweils mindestens mehr als eine Aminosaure umfass nd 
Teilsequenzen der a-Amylasen aus Bacillus amyloliquefaciens und Bacillus licheniformis 
in jeweils homologer Lage zu einer amylolytisch wirksamen Hybrid-Amylase fusioni rt 
und diese dem Mittel zugegeben wird. 

Derartige Verfahren sind an sich aus dem Stand der Technik bekannt und basieren auf 
molekularbiologischen Techniken, wie sie beispielsweise aus dem Handbuch von 
Fritsch, Sambrook und Maniatis „Molecular cloning: a laboratory manual", Cold Spring 
Harbour Laboratory Press, New York, 1989 bekannt sind oder in Nachschlagewerken 
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wie dem „Lexikon der Biochemie", Spektrum Akademischer Verlag t ___B rlin, 1999 
zusamm ngestellt sind. Vorzugsweise bauen sie auf den Nukleotidsequ nz n der 
Ausgangsmolekule auf, die im Sequenzprotokoll unter SEQ ID NO. 1 und 3 angegeben 
sind. Beispielsweise in der Arbeit von Conrad et al. (siehe oben) wird die Erstellung einer 
Schar von Molekulen uber In v/Vo-Rekombination der zugehorigen Gene vorgestellt. 
Weitere Moglichkeiten zur Erzeugung erfindungsrelevanter Hybride sind ebenfalls b reits 
oben vorgestellt worden. 

Entsprechend den oben gemachten Angaben sind jene Verfahren bevorzugt, bei den n 
die auf die Ausgangsmolekule zuruckzufuhrenden Teilsequenzen der Hybrid-Amylasen 
linger als 7, vorzugsweise langer als 14, besonders bevorzugt 21 bis 462 Aminosauren 
lang sind. 

Entsprechend den oben gemachten Angaben sind jene Verfahren bevorzugt, bei denen 
das Hybridprotein aus 3 oder aus 2 entsprechend den Ausgangssequenzen einander 
erganzenden Teilsequenzen zusammengesetzt ist. 

Entsprechend den oben gemachten Angaben sind jene Verfahren zunehmend 
bevorzugt, bei denen die Fusionspunkte der Hybrid-Amylase innerhalb eines Bereiches 
von 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 und 1 Aminosaure vor bis 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 und 1 
Aminosauren nach und ganz besonders genau an einer oder mehreren der Positionen 
17, 34, 76, 108, 112, 142, 147, 149, 151, 163, 174, 179, 185, 191, 198, 207, 231, 234. 
244, 256, 263, 276, 431, 84, 99, 429, 201, 19, 433 und 153 gemaft der Numerierung der 
SEQ ID NO. 4 liegen. 

Entsprechend den oben gemachten Angaben sind jene Verfahren zunehmend 
bevorzugt, bei denen die erhaltenen Hybrid-Amylasen zusatzlich eine oder mehrere 
Deletionen von jeweils nicht mehr als 5, 4, 3 und 2 zusammenhangenden Aminosauren, 
besonders bevorzugt von jeweils nur einer Aminosaure erhalten. 

Derartige Mutationen konnen mit an sich bekannten Teilschritten erzeugt werden, 
beispielsweise in Zusammenhang mit der Fusion. Sie konnen aber auch and ren 
Positionen als d n Fusionsstellen eingefOhrt w rden. 
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Entsprechend den oben gemachten Angab n sind jene Verfahr n b vorzugt, bei d nen 
die erhaltenen Hybrid-Amylasen zusatzlich in mindestens einer Position einen 
Aminosaureaustausch erfahren. Hierunter sind Substitutionen in 1, 2 oder 3 der 
Positionen 132, 320 und 412 gemaB der ZShlung von SEQ ID NO. 4 zunehmend 
bevorzugt. 

Entsprechend den oben gemachten Angaben sind jene Verfahren bevorzugt, bei denen 
die erhaltenen Hybrid-Amylasen zusatzlich Insertionen erhalten oder ein amylolytisches 
chimares Protein darstellen. 

Entsprechend den oben gemachten Angaben sind jene Verfahren bevorzugt, bei denen 
die erhaltenen Hybrid-Amylasen zusatzlich derivatisiert werden, beispiesweise durch 
Kopplung an ein anderes Protein, an ein Polymer oder durch eine sonstige chemische 
Modifikation. 

Besonders bevorzugt sind jeweils solche Verfahren, die dadurch gekennzeichnet sind, 
dafi zur Bildung der Hybrid-Amylasen Nukleinsauren eingesetzt werden, die in den 
entsprechenden Teilbereichen die in SEQ ID NO. 1 und SEQ ID NO. 3 angegeb nen 
Nukleotidsequenzen oder zu diesen synonyme Nukleotidsequenzen aufweisen. Wie 
oben ausgefuhrt kann der Austausch synonymer Codons dann besonders sinnvoll s in, 
wenn unter Beibehaltung der Aminosauresequenz die Nukleotidsequenz geand rt 
werden soli, urn bestimmte Restriktiosschnittstellen einzufuhren. Die erhaltenen 
mutierten Gene konnen in an sich bekannter Weise amplifiziert, kloniert und zur 
Produktion der entsprechenden Varianten eingesetzt werden. 
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B ispiel ........ „ 

Beispiel 1 

Gewinnung der Hybrid-Amylasen AL 34, AL76, AL112, AL 256, ALA 34-84, LAL 19- 
153 und LAL 19-433 sowie die Bestimmung deren Enzymaktivitaten 

Alle molekularbiologischen und mikrobiologischen Schritte folgen Standardmethoden, 
wie sie beispielsweise in dem handbuch von Fritsch, Sambrook und Maniatis .Molecular 
cloning: a laboratory manual", Cold Spring Harbour Laboratory Press, New York, 1989, 
beschrieben worden sind. 

Bakterienstamme, die die betreffenden Enzyme bilden, konnen wie In in der Publikation 
.Hybrid Bacillus amyloliquefaciens X Bacillus licheniformis a-Amylases. Construction, 
properties and sequence determinats" (1995) von B. Conrad, V. Hoang. A. Polley und 
J. Hofemeister, Eur. J. Biochem., 230, S. 481-490, beschrieben ist erhalten werden. 

Die Anzucht der Bakterienstamme. die die Hybrid-Amylasen AL 34, AL76, AL112, AL 
256, ALA 34-84, LAL 19-153 und LAL 19-433 exprimieren, erfolgte in 250 ml-Kulturen in 
1 l-Schuttelkolben bei 37°C und 200 upm. Als Medium diente: MLBSP (10g/l Casiton; 
20g/l Trypton, 10g/l Hefeextrakt, jeweils von der Fa. Becton Dickinson, Cockeysville; 
5g/l NaCI; 27 g/l Natrium-Succinat; 100mg/l MgS0 4 *7 H 2 0; 75 mg/l CaCI 2 *2 H 2 0; 
0,5 uM MnCI 2 ; 0,5 uM FeS0 4 ; 2 %(w/v) Glucose; 50 mM PIPES-Puffer (aus einer 1 M 
Stammlosung mit pH 7,2); 75 mM KP0 4 (aus einer 1,5 M Stammlosung mit pH 7,0); 
pH = 7,0, eingestellt mit KOH) und 5 ug/ml Chloramphenicol. Als Inokulum diente jew ils 
1% des Zielvolumens einer 24 h-Vorkultur in demselben Medium. 

Nach 64 h wurde der Oberstand durch Zentrifugation bei 4°C gewonnen. Der Oberstand 
wurde mit 50% Propylenglycol stabilisiert und daraus die Amylase-Aktivitat in TAU 
bestimmt. Dafiir wird das Substrat p-Nitrophenyl-a-D-Maltoheptaglucosid verwendet, 
dessen endstandige Glucoseeinheit durch eine Benzylidengruppe blockiert ist. Dieses 
wird durch Amylase zu freiem p-Nitrophenyl-Oligosaccharid gespalten, welch s 
s in rseits mitt Is der Hilf senzyme Glucoamylase und alpha-Glucosidase zu Glucose 
und p-Nitrophenol umgesetzt wird. Damit ist die Meng an freig setztem p-Nitrophenol 
der Amylase-Aktivitat proportional. Die Messung erfolgt beispielsweis mit dem Quick- 
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Start -Testkit der Fa. Abbott, Abott Park, Illinois, USA. Die Absorptionszunahme (405 
nm) im Testansatz wird bei 37°C uber 3 min gegen einen Blank-Wert mittels Photometer 
detektiert. Die Kalibrierung erfolgt uber einen Enzymstandard von bekannter Aktivitat 
(zum Beispiel MaxamyP/Purastar® 2900 der Firma Genencor mit 2900 TAU/g). Die 
Auswertung erfolgt mittels Auftragung der Absorptionsdifferenz dE (405 nm) pro min 
gegen die Enzymkonzentration des Standards. 1 TAU ist die Menge an Enzym, die unter 
den gegebenen Bedingungen in der Lage ist, in einer Minute 1 pmol des Substrates zu 
spalten. 

Es wurden die in folgender Tabelle 1 angegebenen Aktivitatswerte erhalten: 
Tabelle 1 : Aktivitatswerte ausgewahlter Hybrid-Amylasen. 



Hybrid-Amylase 


Aktivitat (TAU/ml) 


AL 34 


2,5 


AL76 


2,2 


AL112 


4,3 


AL 256 


4,9 


ALA 34-84 


9,5 


LAL 19-153 


2,3 


LAL 19-433 


1,7 



Beispiel 2 

Baumwolltextilien wurden standardisiert mit folgenden Anschmutzungen versehen: A: 
Mousse au chocolat; B: Haferflocken mit Kakao, C: KartoffelstSrke, und anhand des auf 
diese Weise praparierten Materials verschiedene Waschmittelrezepturen 
launderometrisch auf ihre Waschleistung hin untersucht. Dafur wurde jeweils ein 
Flottenverhaltnis von 1:12 eingestellt und fur 30 min bei einer Temperatur von 30 °C 
gewaschen. Die Dosierung lag bei 5,88 g des jeweiligen Waschmittels pro I Waschflotte. 
Die Wasserharte betrug 16° deutscher Hart . 

Als Kontroll-Waschmittel diente fur A und B ine Waschmittel-Basis-R zeptur folgender 
Zusammensetzung (alle Angaben in G wichts-Proz nt): 4% lineares Natrium- 
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Alkylbenzolsulfonat (Natrium-Salz), 4 % C 1z -C 18 -Fettalkpholsulfat. (Natrium-Salz), 
5,5 % C 12 -Cie-Fettalkohol mit 7 EO, 1 % Natrium-Seif . 1 1 % Natriumcarbonat, 
2,5 % amorphes Natriumdisiiikat, 20 % Natriumperborat-Tetrahydrat, 5,5 % TAED, 
25 % Zeolith A, 4,5 % Polycarboxylat, 0,5 % Phosphonat, 

2,5 % Schauminhibitorgranulat, 5 % Natriumsulfat, 1 % Proteasegranulat, Rest: Wasser, 
optischer Aufheller, Parfum, Salze. Sie wurde fur die verschiedenen Versuchsreihen mit 
verschiedenen Amylasen versetzt, so daU sich jeweils eine Endkonzentration von 
44 TAU an amyiolytischem Enzym pro I Waschflotte ergab. 

Mit den erfindungswesentlichen amylolytischen Enzymen AL76, AL112 und LAL1 9-433 
wurden Termamyl®, Duramyl® und BAN® (Hersteller jeweils: Novo Nordisk A/S, 
Bagsvaerd, Danemark) verglichen. Fur die Verunreinigung C wurde dieselbe Basis- 
Rezeptur verwendet, allerdings ohne Protease, und wie A und B als Kontrolle verw ndet, 
beziehungsweise mit den Amylasen versetzt. 

Der Weifiheitsgrad der Textilien wurde im CIELAB-System mit dem MeBgerat Minolta 
CR 310 vor und nach dem Waschen im Vergleich zu einem Standard gemessen, d r auf 
100 % normiert wurde. Die Differenzen aus den erhaltenen Werten werden ftir die 
jeweiligen Versuche in folgender Tabelle 2 zusammengestellt. Angegeben sind die 
Mittelwerte aus jeweils 5 Messungen. Sie erlauben einen unmittelbaren RUckschluB auf 
den Beitrag des enthaltenen Enzyms auf die Waschleistung des verwendeten Mittels. 



Tabelle 2: 



Basis-Waschmittel 
mit 


A 


B 


C 


AL76 


28,7 


27,5 


11.7 


AL112 


24,1 


24,0 


14,3 


LAL1 9-433 


26,4 


26,3 


12,5 


Termamyl® 


25,9 


22,7 


12,3 


Duramyl® 


28,6 


23,4 


14,3 


BAN® 


22,5 


22,0 


13,2 


Kontrolle ohne 
Amylase 


22,9 


22,2 


10,0 


Standardabw. 


1.3 


0,6 


2,2 
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Man erkennt, dad im Falle der Verschmutzung A die Hybridamylase AL76 mind stens 
ebensogut ist wie das beste der drei Vergleichsenzyme; im Fall der Verschmutzung B 
sind AL76 und LAL 19-433 diesen deutlich uberlegen. Im Fall der Verschmutzung C ist 
die Hybrid-Amylase AL112 genausogut wie das beste der drei Vergleichsenzyme. Die 
jeweils iibrigen untersuchten erfindungswesentlichen Enzyme zeigen Waschleistungen, 
die denen der etablierten Enzyme zumindest vergleichbar sind. Diese Ergebnisse sind 
umso bemerkenswerter, als in alien Mitteln ein Bleichmittel und in A und B zusatzlich 
eine Protease enthalten sind, worauf enthaltene Enzyme im allgemeinen s hr 
empfmdlich reagieren. 

Beispiel 3 

Baumwoll-Textilien wurden standardisiert mit den Anschmutzungen B (Haferflocken mit 
Kakao) und D (Haferflocken mit Kakao und wenig Milch) verunreinigt. Die 
launderometrische Untersuchung erfolgte wie in Beispiel 2, allerdings unter Verwendung 
einer Bleichmittel-freien Waschmittel-Basis-Rezeptur; sie enthielt jeweils in Gewichts- 
Prozent: 14 % Na-Alkylbenzolsulfonat, 6 % Na-Fettalkoholsulfonat, 6 % 7-fach 
ethoxylierter C^-Cis-Fettalkohol, 1 % Seife, 25 % Zeolith Na-A, 1 0 % Na-Carbonat, 
5 % polymeres Polycarboxylat (Sokalan CPS), 1 1 % Trinatriumcitrat-dihydrat, 
4 % Citronensaure, 1 % teilchenformig konfektionierter Schauminhibitor, 
1 % Proteasegranulat, 5 % Natriumsulfat, Rest: Wasser und Salze. Diese Basis- 
Rezeptur wurde fur die verschiedenen Versuchsreihen mit den verschiedenen Amylasen 
versetzt, so daB sich jeweils eine Endkonzentration von 33,5 TAU an amylolytischem 
Enzym pro I Waschflotte ergab. Mit den erfindungswesentlichen Hybridamylasen AL76, 
AL1 12 und LAL1 9-433 wurden Termamyl®, Duramyl® und BAN® (Hersteller jeweils: Novo 
Nordisk A/S, Bagsvaerd, Danemark) verglichen. Die Dosierung lag bei 4,45 g des 
jeweiligen Waschmittels pro I Waschflotte. 

Nach dem Waschen wurde der WeiBheitsgrad der gewaschenen Textilien wie in dem 
vorangegangenen Beispiel bestimmt. Die jeweils erhaltenen Differenzwerte werden in 
folgender Tabelle 3 zusammengestellt. Es handelt sich jeweils urn die Mittelwerte aus 5 
Messung n, welche wi derum einen unmittelbaren RuckschluB auf den Beitrag des 
jew iligen Enzyms auf di Waschleistung des Mitt Is zulassen. 
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Tabelle 3: 



Basis-Waschmittel 
mit 


B 


D 


AL76 


29,5 


17.3 


AL112 


30,8 


17,0 


LAL1 9-433 


31,8 


18.9 


Termamyl® 


29,3 


15,0 


Duramyl® 


29,2 


16.7 


BAN® 


28,9 


15,6 


Kontrolle ohne 
Amylase 


28,5 


14,5 


Standardabw. 


0.6 


1.2 



In beiden untersuchten Fallen zeigen die drei erfindungswesentiichen Enzyme, 
insbesondere LAL1 9-433, auch in dieser bleichmittelfreien Waschmittel-Rezeptur solche 
Beitrage zu den Waschleistungen der betreffenden Mitteln, die besser als die der drei 
Vergleichsenzyme oder ihnen innerhalb der Fehlergrenze zumindest ebenburtig sind. 

Beispiel 4 

Baumwoll-Textilien wurden standardisiert mit zwei verschiedenen Typen kommerziell 
erhaltlicher Arten Milchkakao (E und F) verunreinigt. Damit erfolgte die 
launderometrische Untersuchung wie in Beispiel 2 beschrieben. Als Kontroll-Waschmittel 
diente die Waschmittel-Basis-Rezeptur des Beispiels 3, jedoch ohne Protease. Sie 
wurde fiir die verschiedenen Versuchsreihen wie in Beispiel 3 mit den verschiedenen 
Amylasen versetzt und in gleicher Dosierung eingesetzt. 

Nach dem Waschen wurde d r WeiBheitsgrad der gewasch nen T xtilien im Vergleich 
zu dem von Bariumsulfat g messen, der auf 100% normiert wurde. Die Messung 
erfolgte an einem Spektrometer Datacolor SF500-2 bei 460 nm (U V-Sperrfilter 3), 30 mm 
Blende, ohne Glanz, Lichtart D65. 10°, d/8°. Di rhaltenen Ergebnisse werden als 
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Prozent an Remission, das heiBt als Prozentangaben im Vergleich zu Bariumsulfat in 
folgend r Tabelle 4 zusammengestellt; dort sind ebenfalls die jeweiligen Anfangswerte 
angegeben. Angegeben sind die Mittelwerte aus jeweils 5 Messungen. Sie erlauben 
einen unmittelbaren RuckschluQ auf den Beitrag des jeweils enthaltenen amylolytisch n 
Enzyms auf die Waschleistung des verwendeten Mittels. 

Tabelle 4: 



Basis-Waschmittel 
mit 


E 


F 


AL 76 


70.8 


41,6 


AL112 


70,3 


39,2 


LAL1 9-433 


71.4 


40,9 


Termamyl® 


67.3 


39,7 


Duramyl® 


68.3 


40,5 


BAN® 


68.7 


39,8 


Kontrolle ohne 
Amylase 


61.1 


31.4 


Anfangswert 


21.1 


25.0 


Standardabw. 


1,0 


1.2 



Im Fall der Anschmutzung E sind alle drei getesteten erfindungswesentlich n 
Hybridamylasen den drei etablierten Enzymen eindeutig uberlegen; im Fall der 
Anschmutzung F sind sie den etablierten Enzymen innerhalb der Fehlergrenze ungefahr 
gleichwertig. 

Beispiel 5 

Baumwoll-Textilien wurden standardisiert mit den Anschmutzungen G (Kartoffelpure mit 
Tomatenmark als Farbindikator), H (Milchkakao), D (Haferflocken mit Kakao und w nig 
Milch), E und F (zwei Typen kommerziell erhaltlicher Arten Milchkakao) v rs hen und 
unt r den in Beispiel 2 ausgefCihrten Versuchsbedingungen launderom trisch untersucht 
Die Konz ntration des jeweils v rwendeten Waschmittels lag wiederum bei 5,88 g pro I 
Waschflotte. 
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Dafur wurd wiederum die in Beispiel 2 angegebene Waschmittel-Grundrezeptur 
verwendet, mit Bleiche, aber ohne sonstige Enzyme. Die a-Amylasen wurden jedoch in 
einer Konzentration von 125 TAU pro I Waschflotte eingesetzt. Im Vergleich zu den drei 
bekannten Referenzenzymen Termamyl®, Duramyl* und BAN* (Hersteller jeweils: Novo 
Nordisk A/S, Bagsvaerd, Danemark) wurden hier die beiden Hybridamylasen AL76 und 
LAL untersucht. 

Wie in Beispiel 2 beschrieben wurde fur die Anschmutzungen G, H und D der err ichte 
WeiBheitsgrad der Textilien in Prozent uber das CIELAB-System ermittelt; fur die 
Anschmutzungen E und F wurden, wie in Beispiel 4 beschrieben, Vergleichsmessung n 
zu Bariumsulfat angestellt. Die aus jeweils 5 Messungen erhaltenen Mittelwerte sind in 
folgender Tabelle 5 zusammengestellt. 

Tabelle 5: 



Basis- 

Waschmittel mit 


G 


H 


D 


E 


F 


AL76 


20,9 


27,9 


18,6 


70,8 


46,9 


LAL1 9-433 


19,7 


24,3 


11,8 


69,3 


44,8 


Termamyl® 


20,2 


22,5 


16,3 


69.7 


46,6 


Duramyl® 


20,7 


22,2 


13,2 


70.5 


45,8 


BAN® 


20,5 


22,7 


15,4 


68,2 


44,7 


Kontrolle ohne 
Amylase 


9,9 


20,8 


8,7 


55,0 


34,6 


Anfangswert 








21,1 


23,5 


Standardabw. 


2,4 


0.7 


2.2 


1.2 


1.9 



Bei der Anschmutzung G liegt der Wert fur die Hybridamylase AL76 innerhalb des 
Fehlerbalkens uber dem hdchsten der drei Vergleichsenzyme, ist also als mindestens 
gleichwertig anzus hen. Bei d n Anschmutzungen H und D z igt AL76 mit Abstand die 
besten Werte, im Fall von H gefolgt von d r Hybridamylase LAL und dann erst den zum 
Vergleich herangezogen n etablierten Waschmittelamylasen. 
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Auch bei den Anschmutzungen E und F zeigt AL76 keine niedrig ren Werte als die 
Vergleichsenzyme, und LAL 19-433 weist Wert auf, die nur geringfugig schlechter sind 
als die der drei Vergleichsenzyme. Auch dieses Beispiel beiegt also, daB die 
Hybridamylasen, insbesondere AL76 und LAL1 9-433 hinsichtlich ihrer Beitrage zu den 
Waschleistungen entsprechender Waschmittel den etablierten Enzymen durchaus 
vergleichbar sind. 

Beispiel 6 

GefaBe mit harten, glatten Oberflachen wurden standardisiert mit in Wasser gequollenen 
Haferflocken angeschmutzt und anschlieBend bei 45°C mit dem Normalprogramm iner 
Haushaltsgeschirrspulmaschine Typ Miele® G 575 gespult. Pro Spulgang wurden 20 g 
Spulmittel verwendet; die Wasserharte betrug 16° deutscher Harte. 

Als Spulmittel diente folgende Basis-Rezeptur (alie Angaben jeweils in Gewichts- 
Prozent): 55 % Natriumtripolyphosphat (berechnet als wasserfrei), 4 % amorphes 
Natriumdisilikat (berechnet als wasserfrei), 22 % Natriumcarbonat, 9 % Natriumperborat, 
2 % TAED, 2 % nichtionisches Tensid, 1 ,4 % Proteasegranulat, Rest: Wasser, 
Farbstoffe, Parfum. Diese Basis-Rezeptur wurde fur die verschiedenen Versuche mit 
verschiedenen Amylasen versetzt, namlich Termamyl®, Duramyl®, BAN® (Herst Her 
jeweils: Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Danemark), beziehungsweise jeweils mit einem 
erfindungswesentlichen amylolytischen Enzym. Die Enzyme wurde in wirksamen 
Mengen von jeweils, wie gemaB der in Beispiel 2 angegebenen Methode bestimmt, 
150 TAU an amylolytischer Aktivitat pro Reinigungsgang eingesetzt. Bei den 
eingesetzten Vertretern erfindungswesentlicher Hybridamylasen handelte es sich urn: 
ALA34-84, AL34, AL76, AL112, AL256, LAL19-153, LAL1 9-433. 

Nach dem Spulen wurde der Abtrag der Anschmutzung nach Anfarbung mit lod mittels 
der lod-Starke-Reaktion visuell auf einer Skala von 0 (= unverandert, d.h. sehr starke 
Anschmutzung) bis 10 (= keinerlei Anschmutzung erkennbar) benotet. Die erhaltenen 
Ergebnisse werden in folgender Tabelle 6 zusammengestellt. Angegeben sind dort die 
Mittelwerte aus jeweils 9 Messung n. Sie rlauben einen unmittelbar n RuckschluB auf 
den Beitrag des enthalten n Enzyms auf die Reinigungsleistung des verwendet n 
Mittels. 
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Tabelle 6: 



DdSIS" 

VVaoUl II I II l it; I 

mit 
1 1 in 


i 


A LA 34-84 


1 8 


AL34 


2,1 


AL76 


2,1 


AL112 


2,1 


AL256 


2,0 


LAL19-153 


1.6 


LAL1 9-433 


2,0 


Termamyl® 


1.8 


Duramyl® 


2,0 


BAN® 


1,7 


Kontrolle 

ohne 

Amylase 


1.3 



An der dieser starkehaltigen Anschmutzung zeigen die drei Hybridamylasen AL34, AL76 
und AL112 Beitrage zu den Reinigungsleistungen der Mittel, die uber dem Wert fur das 
beste der drei Referenzenzyme liegen. Nur die a-Amylase LAL19-153 zeigt einen Wert, 
der unter dem schlechtesten der Referenzenzyme, aber oberhalb der Kontrolle li gt. 
Damit zeigen die erfindungswesentlichen Hybridamylasen bei 45°C Beitrage zu 
Reinigungsleistungen erfindungsgemSBer Mittel, die denen der fur diesen Zweck 
etablierten Enzymen vergleichbar, beziehungsweise uberlegen sind. 

Beispiel 7 

G faa mit harten, glatten Ob rflSchen wurden standardisi rt mit folgend n 
Anschmutzungen versehen: J (DIN Haf rflocken), I (in Wasser gequollene Haferflocken) 
und K (Mix-Starke). 
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An diesen rfolgte die Untersuchung zum Bertrag der betreffenden amylolytischen 
Enzyme zur R inigungsleistung einer Geschirrspulmittelrez ptur wie im 
vorangegangenen Beispiel beschrieben. Der einzige Unterschied bestand darin, daB bei 
55°C gespult wurde. 

Untersucht wurden in entsprechender Weise die Hybridamylasen AL1 12, LAL1 9-433 und 
AL76, wiederum im Vergleich zu den a-Amylasen Termamyl®, Duramyl® und BAN® 
(Hersteller jeweils: Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Danemark). Fur die Anschmutzungen J 
und I erfolgte die Auswertung, wie im vorangegangen Beispiel beschrieben, visuell auf 
einer Skala von 0 bis 10. Der Abtrag der Anschmutzung K wurde gravimetrisch in 
Prozent ermittelt. Dafur wurde die Differenz aus dem Gewicht des verunreinigten und 
anschlie&end gespulten GefSBes und dem Anfangsgewicht des Gefa&es in Relation zu 
der Gewichtsdifferenz des nicht gespulten GefaBes zum Anfangsgewicht gesetzt. Dies 
Relation kann als Prozent Abtrag angesehen werden. Das Ergebnis ist in folgender 
Tabelle 7 dargestellt. 

Tabelle 7: 



Basis- 

Waschmittel 
mlt 


J 


I 


K 


AL112 


7,0 


92.9 


79,0 


LAL1 9-433 


5,9 


92,5 


73,0 


AL76 


7,5 


96,9 


90,1 


Termamyl® 


6,7 


94,5 


53,4 


Duramyl® 


6,9 


95,1 


88.7 


BAN® 


6,2 


92,3 


77,3 


Kontrolle 

ohne 

Amylase 


5.3 


70,5 


27,2 



Bei diesem Versuch leist t AL76 an der Anschmutzung J den deutlich grd&ten Beitrag 
zur Waschleistung des betreffenden Mittels, gefolgt von AL112 und dann erst den 
Vergleichsenzymen. Besonders bei Reinigung bei 55°C li gen die BeitrSge der 
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Hybridamylase AL76 an der Anschmutzung I deutlich uber denen. aller drei 
Referenz nzyme; die der beiden anderen getesteten Hybridamylasen li gen bei 
vergleichbaren Werten. Das gleiche gilt fur die Anschmutzung K. 



f 
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B schreibung d r Figuren — 

Figurl: Schema zur Konstruktion der besonders erfindungswesentlichen 
Hybridamylasen AL34, AL76, AL112, AL256, ALA34-84, LAL19-153 und 
LAL1 9-433. 

Die jeweils schwarz gekennzeichneten Bereiche leiten sich von der a-Amylase aus 
B. amyloliquefaciens (B.A.; oberster Balken) her, und die weiB gekennzeichneten von 
der a-Amylase aus 8. licheniformis (B.L.; zweiter Balken). Oberhalb des ersten Balkens 
sind die Fusionspunkte in der Numerierung der AminosSuresequenzen der matur n a- 
Amylase von 8. amyloliquefaciens (SEQ ID NO. 4) angegeben. 

Figur 2: Alignment der Aminosauresequenzen der Praproteine (Precursor) der a- 

Amylasen aus 8. licheniformis (B.L.) und 8. amyloliquefaciens. (B.A.). 
Das Leader-Peptid der a-Amylase aus 8. licheniformis umfaBt 29 Aminosauren, das d r 
a-Amylase aus B. amyloliquefaciens 31. Die maturen Proteine sind jeweils 483 
Aminosauren lang. 

Fett hervorgehoben sind jeweils die erste Aminosaure des maturen Proteins sowi die 
Aminosauren, die in der Zahlung des maturen Proteins aus B. amyloliquefaciens d n 
Positionen 19, 34, 76, 84, 112, 153, 256 und 433 entsprechen. Wechsel von der einen 
zur anderen Sequenz hinter einer, beziehungsweise zweier dieser Position n 
kennzeichnen die jeweils besonders bevorzugten Ausfuhrungsformen der vorliegenden 
Erfindung. 
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Patents nspruche 



1. Wasch- Oder Reinigungsmittel, dadurch gekennzeichnet, daB es ein 
amylolytisches Hybrid-Protein enthalt, dessen Aminosaure-Sequenz in jeweils 
homologer Lage mindestens eine mehr als eine Aminosaure umfassende Teilsequenz 
enthSIt, die mit der der a-Amylase aus Bacillus amyloliquefaciens identisch ist, und in 
jeweils homologer Lage mindestens eine mehr als eine Aminosaure umfass nde 
Teilsequenz enthalt, die mit der der a-Amylase aus Bacillus licheniformis identisch ist. 

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die auf die 
Ausgangsmolekule zuriickzufuhrenden Teilsequenzen der Hybrid-Amylasen langer als 7, 
vorzugsweise langer als 14, besonders bevorzugt 21 bis 462 Aminosauren lang sind. 

3. Mittel nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Hybridprotein aus 3 oder aus 2 entsprechend den Ausgangssequenzen einander 
erganzenden Teilsequenzen zusammengesetzt ist. 

4. Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Fusionspunkte der Hybrid-Amylase innerhalb eines Bereiches von 10 AminosSur n vor 
bis 10 Aminosauren nach einer oder mehreren der Positionen 17, 34, 76, 108, 112, 142, 
147, 149, 151, 163, 174, 179. 185, 191, 198, 207, 231. 234. 244. 256. 263, 276. 431, 84, 
99, 429, 201, 19, 433 und 153 gemaB der Numerierung der SEQ ID NO. 4 liegen. 

5. Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 4. dadurch gekennzeichnet, daB die 
Fusionspunkte der Hybrid-Amylase innerhalb eines Bereiches von 5 Aminosauren vor 
bis 5 Aminosauren nach einer oder mehreren der Positionen 17, 34, 76, 108, 112, 142, 
147. 149, 151. 163. 174. 179. 185. 191, 198. 207. 231. 234. 244, 256, 263, 276, 431. 84, 
99, 429, 201, 19, 433 und 153 gemaB der Numerierung der SEQ ID NO. 4 liegen. 

6. Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Fusionspunkte der Hybrid-Amylase an einer oder mehreren der Positionen 17, 34, 76, 
108. 112, 142, 147, 149, 151, 163, 174, 179, 185, 191, 198. 207, 231, 234, 244, 256, 
263, 276, 431, 84, 99. 429. 201. 19. 433 und 153 gemaB der Num ri rung d r SEQ ID 
NO. 4 liegen. 
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7. Mittel nach einem der Anspruche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daft es eine 
der Hybridamylasen AL17, AL108, AL142, AL147, AL149, AL151, AL163, AL174 t AL179, 
AL185, AL191, AL198, AL207, AL231, AL234, AL244, AL263, AL276, AL431, ALA17- 
151, ALA76-151, ALA99-429, ALA12-151, ALA1 12-201, LA19 und/oder LA431 enthfllt. 

8. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Fusionspunkte der Hybrid-Arnylase innerhalb eines Bereiches von 10 Aminosauren vor 
bis 10 Aminosauren nach einer oder mehreren der Positionen 34, 256, 84, 19 und 153 
gemaU der Numerierung der SEQ ID NO. 4, vorzugsweise innerhalb eines Bereiches 
von 5 Aminosauren vor bis 5 Aminosauren nach einer oder mehreren dieser Positionen, 
besonders bevorzugt an einer oder mehreren dieser Positionen liegen. 

9. Mittel nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB es eine der 
Hybridamylasen AL34 (SEQ ID NO. 6), AL256 (SEQ ID NO. 12), AU\34-84 (SEQ ID 
NO. 14) und/oder LAL19-153 (SEQ ID NO. 18) enthalt. 

10. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Fusionspunkte der Hybrid-Arnylase innerhalb eines Bereiches von 10 Aminosauren vor 
bis 10 Aminosauren nach einer oder mehreren der Positionen 19, 76, 112 und 433 
gemSB der Numerierung der SEQ ID NO. 4, vorzugsweise innerhalb eines Bereich s 
von 5 Aminosauren vor bis 5 Aminosauren nach einer oder mehreren dieser Positionen, 
besonders bevorzugt an einer oder mehreren dieser Positionen liegen. 

11. Mittel nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Hybrid-Amylasen 
als Teilsequenz die Teilsequenz der Aminosaure-Positionen 19 bis 76 der a-Amylase 
aus Bacillus amyloliquefaciens (SEQ ID NO. 4) und als weitere Teilsequenz die 
Teilsequenz der Aminosaure-Positionen 433 bis 483 der a-Amylase aus Bacillus 
licheniformis (SEQ ID NO. 2) aufweisen. 

12. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB es 
sich bei den Hybrid-Proteinen urn solche handelt, die zu der von AL76 (SEQ ID NO. 8) 
mind stens zu 98%, vorzugsweise zu 99%, besonders b vorzugt zu 100% identisch 
sind. 
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13. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch g kennzeichnet, daB es 
sich bei den Hybrid-Proteinen urn solche handelt, die zu der von AL112 (SEQ ID NO. 10) 
mindestens zu 98%, vorzugsweise zu 99%, besonders bevorzugt zu 100% identisch 
sind. 

14. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daft s 
sich bei den Hybrid-Proteinen urn solche handelt, die zu der von LAL1 9-433 (SEQ ID 
NO. 16) mindestens zu 98%, vorzugsweise zu 99%, besonders bevorzugt zu 100% 
identisch sind. 

15. Wasch- Oder Reinigungsmittel, dadurch gekennzeichnet, dad es eine durch 
Deletion von jeweils nicht mehr als 5 zusammenhangenden Aminosauren, vorzugsweise 
von jeweils nicht mehr als 3 zusammenhangenden Aminosauren, besonders bevorzugt 
von jeweils nur einer Aminosaure oder durch Substitution einer Aminosaure erhalt ne 
Hybrid-Amylase gemaB einem der Anspruche 1 bis 14 enthalt. 

16. Wasch- oder Reinigungsmittel, dadurch gekennzeichnet, daB es ein 
amylolytisches durch Insertionsmutation erhaltenes oder amylolytisches chimares 
Protein enthalt, welches wenigstens in einem, die amylolytische Aktivitat verleih nden 
Teil aus einer Hybrid-Amylase gemaB einem der Anspruche 1 bis 15 identisch ist. 

17. Wasch- oder Reinigungsmittel, dadurch gekennzeichnet, daft es ein 
amylolytisches Derivat einer Hybrid-Amylase gemaB einem der Anspruche 1 bis 16 
enthalt. 

18. Wasch- oder Reinigungsmittel, dadurch gekennzeichnet, daB es in 
amylolytisches Protein oder Derivat enthalt, das wenigstens eine durch die Hybridbildung 
entstandene antigene Determinante mit einem der in den Anspruchen 1 bis 17 
genannten Proteine oder Derivate gemeinsam hat. 

19. Mittel gemaB einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet daft es 
0,000001 Gewichts-Prozent bis 5 Gew.-%, insbesondere 0,00001 bis 3 Gew.-% des 
amylolytisch n Proteins oder Derivats enthalt. 
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20. Mittel gema& einem der Anspruche 1 bis 19, dadurch g k nnz ichn t, daB es 
zusatzlich ine Oder mehrere andere amylolytische Proteine, insbesonder a-Amylasen 
enthSlt. 

21. Mittel gerndft einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daft es 
zusatzlich andere Enzyme, insbesondere eine Oder mehrere Proteasen, Lipasen, (3- 
Glucanasen und/oder Cellulasen enthalt. 

22. Mittel gemSli einem der Anspruche 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB es 
aus mehr als einer Phase besteht. 

23. Mittel gema& einem der Anspruche 1 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB es 
fest ist und mindestens zwei verschiedene feste Komponenten, insbesondere Pulver, 
Granulate oder Extrudate, in insgesamt loser Form miteinander vermischt vorliegen. 

24. Mittel gemaU einem der Anspruche 1 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daft 
mindestens zwei feste Phasen miteinander verbunden vorliegen, insbesondere nach 
einem gemeinsamen Kompaktierungsschritt. 

25. Mittel gemaft einem der Anspruche 22 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB 
wenigstens eine der Phasen ein Amylase-sensitives Material, insbesondere Starke 
enthSlt oder von diesem zumindest teilweise umgeben oder beschichtet ist. 

26. Mittel gemaB einem der Anspruche 1 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB s 
insgesamt flussig, gelformig oder pastes ist und das enthaltene Protein und/oder 
wenigstens eines der enthaltenen Enzyme und/oder wenigstens eine der sonstigen 
enthaltenen Komponenten einzeln oder zusammen mit anderen Bestandteilen verkapselt 
vorliegt, bevorzugt in Mikrokapseln, besonders bevorzugt in solchen aus einem Amylase- 
sensitiven Material. 

27. Mittel gemaB einem der Anspruche 1 bis 26, dadurch gekennzeichnet, daB di 
amylolytische Aktivitat durch einen der sonstigen Bestandteile des Mittels modifizi rt, 
insbesondere stabilisiert und/oder in ihrem B itrag zur Wasch-, beziehungsw ise 
Reinigungsleistung des Mittels gesteigert wird. 
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28. Verfahren zur Reinigung von Textilien Oder von hart n Oberflachen. dadurch 
gekennz ichn t, daB in wenigstens einem d r Verfahrensschritte ein amylolytisches 
Protein oder Derivat gernaB einem der Ansprtiche 1 bis 18 aktiv wird. 

29. Verfahren zur Reinigung von Textilien oder von harten Oberflachen, dadurch 
gekennzeichnet, daft in wenigstens einem der Verfahrensschritte ein Mittel gernaB 
einem der Ansprtiche 1 bis 27 eingesetzt wird. 

30. Verfahren nach Anspruch 28 Oder 29, dadurch gekennzeichnet, daB das 
amylolytische Protein oder Derivat in dem betreffenden Verfahrensschritt in einer M nge 
von 0,01 mg bis 400 mg, vorzugsweise von 0,02 mg bis 200 mg, besonders bevorzugt 
von 0,02 bis 100 mg pro Anwendung eingesetzt wird. 

31. Verwendung eines amylolytischen Proteins oder Derivats gernaB einem der 
Ansprtiche 1 bis 18 allein oder zusammen mit mindestens einem anderen 
reinigungsaktiven oder die Reinigungswirkung unterstutzenden Wirkstoff zur Reinigung 
von Textilien oder von harten Oberflachen. 

32. Verwendung eines Mittels gernaB einem der AnsprOche 1 bis 27 zur Reinigung 
von Textilien oder von harten Oberflachen. 

33. Verwendung nach Anspruch 31 oder 32, dadurch gekennzeichnet, daft pro 
Anwendung, vorzugsweise pro Anwendung in einer Geschirrspulmaschine oder einer 
Waschmaschine 0,01 mg bis 400 mg, vorzugsweise von 0,02 mg bis 200 mg, besonders 
bevorzugt von 0,02 bis 100 mg des amylolytischen Proteins oder Derivats eingesetzt 
werden. 

34. Verwendung eines amylolytischen Proteins oder Derivats gernaB einem der 
Ansprtiche 1 bis 18 allein oder zusammen mit mindestens einem anderen 
reinigungsaktiven oder die Reinigungswirkung unterstutzenden Wirkstoff in einem aus 
mehr als einer Phase bestehenden Wasch- oder Reinigungsmittel zur Aktivierung der 
eigenen oder anderer Phasen. 

35. Verwendung eines amylolytischen Proteins oder Derivats gernaB einem der 
Anspruch 1 bis 18 all in oder zusamm n mit mindest ns einem anderen 
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reinigungsaktiven oder die Reinigungswirkung unterstutzenden Wirkstoff in einem 
Wasch- oder Reinigungsmittel mit verkapselten Inhaltsstoffen zur Freisetzung der 
Inhaltsstoffe aus den Kapseln. 

36. Verfahren zur Verbesserung der Wasch- oder Reinigungsleistung eines Wasch- 
oder Reinigungsmittels, dadurch gekennzeichnet, daB jeweils mindestens mehr ais 
eine Aminosaure umfassende Teilsequenzen der a-Amylasen aus Bacillus 
amyloliquefaciens und Bacillus licheniformis in jeweils homologer Lage zu einer 
amylolytisch wirksamen Hybrid-Amylase fusioniert werden und diese dem Mittel 
zugegeben wird. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, daft die auf die 
Ausgangsmolekule zuruckzufuhrenden Teilsequenzen der Hybrid-Amylasen langer als 7, 
vorzugsweise langer als 14, besonders bevorzugt 21 bis 462 Aminosauren lang sind. 

38. Verfahren nach einem der Anspruche 36 oder 37, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Hybridprotein aus 3 oder aus 2 entsprechend den Ausgangssequenz n 
einander erganzenden Teilsequenzen zusammengesetzt ist. 

39. Verfahren nach einem der Anspruche 36 bis 38, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Fusionspunkte der Hybrid-Amylase innerhalb eines Bereiches von 10 Aminosauren 
vor bis 10 Aminosauren nach einer oder mehreren der Positionen 17, 34, 76, 108, 112, 
142, 147, 149, 151, 163, 174, 179, 185, 191, 198, 207, 231, 234, 244, 256, 263, 276, 
431, 84, 99, 429, 201, 19, 433 und 153 gemaB der Numerierung der SEQ ID NO. 4 
liegen. 

40. Verfahren nach einem der Anspruche 36 bis 39, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Fusionspunkte der Hybrid-Amylase innerhalb eines Bereiches von 5 Aminosaur n 
vor bis 5 Aminosauren nach einer oder mehreren der Positionen 17, 34, 76, 108, 112, 
142, 147, 149, 151, 163, 174, 179, 185, 191, 198, 207, 231, 234, 244, 256, 263, 276, 
431, 84, 99, 429, 201, 19, 433 und 153 gemaB der Numerierung der SEQ ID NO. 4 
liegen. 

41. Verfahren nach einem der Anspruche 36 bis 40, dadurch g k nnz ichn t, daB 
die Fusionspunkte der Hybrid-Amylase an einer oder m hreren der Positionen 17, 34, 
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76, 108, 112, 142, 147, 149, 151, 163. 174, 179. 185, 191. 198, 207, _231, 234, 244, 256. 
263, 276, 431, 84, 99, 429. 201. 19. 433 und 153 gemaii der Numeri rung der SEQ ID 
NO. 4 lieg n. 

42. Verfahren nach einem der Ansprtiche 36 bis 41 . dadurch gekennzeichnet, daG 
die erhaltenen Hybrid-Amylasen zusatzlich eine oder mehrere Deletionen von jew iis 
nicht mehr als 5 zusammenhangenden Aminosauren, vorzugsweise von jeweils nicht 
mehr als 3 zusammenhangenden Aminosauren, besonders bevorzugt von jeweils nur 
einer Aminosaure erhalten. 

43. Verfahren nach einem der Ansprtiche 36 bis 42, dadurch gekennzeichnet, daG 
die erhaltenen Hybridamylasen zusatzlich in mindestens einer Position einen 
Aminosaureaustausch erfahren, zunehmend bevorzugt in 1, 2 oder 3 der Positionen 132, 
320 und 412 gemaR der Zahlung von SEQ ID NO. 4. 

44. Verfahren nach einem der Ansprtiche 36 bis 43, dadurch gekennzeichnet, daft 
die erhaltenen Hybrid-Amylasen zusatzlich Insertionen erhalten oder ein amylolytisches 
chimares Protein darstellen. 

45. Verfahren nach einem der Ansprtiche 36 bis 44, dadurch gekennzeichnet, daft 
die erhaltenen Hybrid-Amylasen zusatzlich derivatisiert werden. 

46. Verfahren nach einem der Ansprtiche 36 bis 45, dadurch gekennzeichnet, daG 
zur Bildung der Hybrid-Amylasen Nukleinsauren eingesetzt werden, die in den 
entsprechenden Teilbereichen die in SEQ ID NO. 1 und SEQ ID NO. 3 angegeb n n 
Nukleotidsequenzen oder zu diesen synonyme Nukleotidsequenzen aufweisen. 



